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1. Presentación tularemia 
1.1. Historia 
“The bubo is usually about the size of a pea and the gland structure is 
generally replaced by a firm caseous mass”. Con estas palabras describió 
George McCoy en 1911 por primera vez la tularemia en la publicación “A 
Plague-like Disease of Rodents”, el descubrimiento se hizo sobre un grupo de 
ardillas de tierra en California (EE.UU.) mientras investigaba las plagas 
aparecidas tras el terremoto de San Francisco de 1906 1,2.  
Un año después (1912) y en compañía de Chapin consiguen aislar el 
agente etiológico al que deciden nombrar como Bacterium tularense debido a 
que su descubrimiento se realizó en el condado de Tulare (California, EE.UU.) 
2,3. Aunque en un primer momento no se relacionó con el Bacterium tularense, 
la tularemia también se estaba transmitiendo en Utah como consecuencia de la 
picadura de moscas, esta enfermedad era conocida como “fiebre de la mosca 
del venado” 3. 
Por su parte Werry y Lamb en 1914 publican un artículo en la revista 
“The Journal of Infectious Diseases” describiendo el primer caso de tularemia 
humana documentado con Bacterium tularense como agente etiológico, se 
trataba de un joven trabajador de un restaurante que manipuló carne 
contaminada, desarrollando la enfermedad en su forma oculoglandular 4,5.  
A pesar de que en un primer momento se consideró a la tularemia como 
una enfermedad exclusiva de los Estados Unidos, pronto se descartó esta 
hipótesis al describir Hachiro Ohara una enfermedad similar en Japón en los 
años 20 1, aunque las primeras referencias en Japón a una enfermedad 
humana con características similares a la tularemia y asociada a las liebres 
datan de 1818 5,6. El Dr. Ohara diagnosticó la enfermedad en una familia que 
había despellejado y consumido una liebre muerta, para confirmar el 
diagnóstico realizó la autopsia de otra liebre muerta que encontró en la zona y 
frotó el corazón de la liebre sobre la mano de su esposa, ella desarrolló la 
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enfermedad en menos de una semana y el Dr. Ohara aisló las bacterias a partir 
de sus ganglios linfáticos 3,7. 
 
 
Figura 1 (izda.): Dr. George W. McCoy (Office of NIH History and Stetten Museum) 
Figura 2 (dcha.): Dr. Edward Francis (Smithsonian Institution Archives.  Image # SIA2008-1667) 
 
Pero si alguien ha contribuido realmente al conocimiento de la tularemia 
ese es el Dr. Edward Francis, sus trabajos clínicos y epidemiológicos en 1928 
sobre una población de más de 600 casos humanos le permitieron grandes 
avances, entre los que destacan: 
- Junto con Parker y Spencer demostró que la mosca del venado y las 
garrapatas son vector de transmisión de la enfermedad 5,8. 
- Cambia el nombre de la enfermedad de “fiebre de la mosca del venado” 
a tularemia, al haber sido asignada la causalidad de la “fiebre de la 
mosca del venado” al Bacterium tularense 4. 
- Confirma serológicamente 5 de los casos de tularemia diagnosticados 
en Japón por Ohara, demostrando que la enfermedad que sucede en 
Estados Unidos y Japón es la misma 3–5. 
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- Aclara los síndromes clínicos asociados con la tularemia y la distribución 
epidemiológica de la misma en Estados Unidos 3,4. 
- La enfermedad afecta a gran parte del personal de laboratorio 
encargado de investigar la tularemia, tanto McCoy y Chapin como el 
propio Francis se infectaron con la bacteria. Esta elevada incidencia de 
la enfermedad hace que el Dr. Francis proponga el uso de precauciones 
especiales al usar técnicas de laboratorio que manipulen sustancias 
clínicas o animales contaminados 3,4. 
- Los trabajos del Dr. Francis también contribuyeron a mejorar los 
métodos para el cultivo del B. tularense, pues identificó a la cisteína 
como el suplemento presente en la yema de huevo coagulada que 
ayuda al crecimiento de la bacteria 4. 
Por todas estas razones en 1959 se cambia el nombre de la bacteria de 
Bacterium tularense a Francisella tularensis en honor al Dr. Edward Francis 5. 
 
1.2. Etiología 
La tularemia es una zoonosis causada por bacterias de la especie 
Francisella tularensis. Estas bacterias son pequeños cocobacilos gram 
negativos (0,2–0,7 x 0,2 μm en el caso de las subespecies tularensis, holarctica 
y mediasiatica o 0,7 x 1,7 μm de la especie philomiragia y de la subespecie 
novicida), con gran pleomorfismo durante su etapa de crecimiento logarítmico y 
que presentan una tinción bipolar con métodos de Gram o Giemsa (lo que 
acentúa su aspecto de cocos) 3,9–11. 
No producen endosporas, son inmóviles, oxidasa negativa y catalasa 
débilmente positiva 9,11,12. Son aerobias estrictas y  las subespecies Francisella 
tularensis tularensis, Francisella tularensis holarctica y Francisella tularensis 
mediasiatica requieren de la presencia de cistina o cisteína para su crecimiento 
3,9,11. 
Esta bacteria es muy resistente al medio ambiente y puede sobrevivir 
durante semanas a bajas temperaturas en agua, barro, paja y heno, así como 
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en los cadáveres de animales infectados 3,10. La bacteria es en cambio sensible 
a los desinfectantes habituales (hipoclorito) y se inactiva por calor (60ºC 
durante una hora). Es, así mismo, sensible a una amplia variedad de 
antibióticos 13. 
La pared celular posee un nivel inusualmente elevado de ácidos grasos 
que confieren un perfil único al género y las cepas salvajes tienen una cápsula 
electrotransparente rica en lípidos 3,10. 
 
1.3. Taxonomía y clasificación 
La familia Francisellaceae consta de un único género (Francisella) que 
tiene tres especies, las cuales se pueden identificar a partir de un análisis de la 
composición de ácidos grasos, y cuatro subespecies dentro de la especie  
Francisella tularensis 3. 
Taxonómicamente la especie Francisella tularensis se encuentra incluida 
dentro de la familia Francisellaceae 3,9. 
• División → Proteobacteria 
o Clase → Gammaproteobacteria 
▪ Orden → Thiotrichales 
• Familia → Francisellaceae 
o Género → Francisella 
▪ Especie:  
1) Philomiragia 
2) Hispaniensis 
3) Tularensis 
• Subespecie: 
a) Tularensis 
b) Holarctica 
c) Novicida 
d) Mediasiatica 
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Tienen  un alto grado de similitud genética, ya que en base a la 
secuenciación de los genes 16S rRNA llegan a presentar una homología mayor 
del 98% entre las subespecies de Francisella tularensis 9,14. Sin embargo, las 
diferencias espectrométricas basadas en MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization Time-Of-Flight, en español desorción/ionización láser 
asistida por matriz), permiten la diferenciación y tipificación de las especies y 
subespecies de Francisella, aunque éstas también presentan diferencias en 
función de 3,10: 
- Características de crecimiento. 
- Reacciones bioquímicas. 
- Propiedades de virulencia. 
Los métodos fenotípicos han sido utilizados hasta hace muy pocos años 
en todos los laboratorios para su identificación, hasta ser sustituidos muy 
recientemente por los métodos espectrométricos (MALDI-TOF). 
A pesar de que toda la familia Francisellaceae puede producir 
enfermedad en humanos, la tularemia humana es producida principalmente por 
las subespecies F. tularensis subsp. tularensis y F. tularensis subsp. holarctica 
3,15.  
 
• Francisella philomiragia: anteriormente clasificada como Yersinia 
philomiraiga, se clasificó posteriormente dentro del género Francisella 
dado que comparte con este género el perfil de ácidos grasos, así como 
la gran homología de ADN. No se considera una subespecie de F. 
tularensis por poseer características bioquímicas propias y patrones de 
hibridación de ADN diferentes 11,16. 
Presenta una baja virulencia para los humanos y se encuentra de modo 
natural en el agua salada 3. 
 
• Francisella hispaniensis: aislada en sangre y orina de un paciente 
séptico en España, se considera una especie diferente dadas sus 
características fenotípicas y genotípicas 3. 
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• Francisella tularensis:  
 
a) Francisella tularensis subsp. tularensis o tipo A de Jellison: es la 
variedad más virulenta y se localiza casi exclusivamente en 
Norteamérica, aunque en los últimos años se han aislado cepas en 
Europa, concretamente en zonas cercanas a Bratislava (Eslovaquia) 
y en Austria 15,17,18. 
 
b) Francisella tularensis subsp. holarctica o tipo B de Jellison: se 
encuentra sobre todo en Asia, Europa y Norteamérica. De esta 
subespecie procede la cepa vacunal (LVS). Francisella tularensis 
subsp. holarctica ha sido la principal causante de los brotes 
epidémicos habidos en España en 1997-1998 y 2007-2008; es 
menos virulenta en el ser humano que la subespecie tularensis. 
 
Se han descrito tres biotipos según sus características bioquímicas 
15,19: 
o Biotipo 1: se caracterizan por ser sensibles a la eritromicina y se 
localizan en el oeste de Europa. 
o Biotipo 2: se caracterizan por ser resistentes a la eritromicina y se 
localizan en Europa del este. 
o Biotipo japonica: se localizan principalmente en Japón, aunque 
también se han descrito casos en China y Turquía 3. 
 
c) Francisella tularensis subsp. novicida: bajo grado de virulencia, se 
trata de la subespecie menos prevalente 11. 
 
d) Francisella tularensis subsp. mediaasiatica: también suponen una 
baja virulencia, similar a F. tularensis subsp. holarctica. Las cepas de 
esta variedad se han localizado exclusivamente en regiones de Asia 
central, concretamente en Kazajistán y Turkmenistán 11. 
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2.  Estructura antigénica y factores de virulencia 
Francisella tularensis presenta un complicado ciclo de vida intracelular, 
puede infectar una amplia variedad de tipos de células hospedadoras y carece 
de los factores de virulencia bacteriana clásicos, como las exotoxinas o el 
sistema de secreción tipo III 3,20. Otra característica es que las subespecies de 
Francisella tularensis poseen antígenos comunes por lo que la respuesta 
serológica es común, lo que imposibilita su identificación serológica 3. 
Dentro de los factores de virulencia de Francisella se encuentran: 
• Cápsula: este elemento generalmente protege a las bacterias de la lisis 
mediada por el complemento, la fagocitosis y el reconocimiento 
inmunológico 21,22. Esto puede parecer contraproducente para las 
bacterias intracelulares, pero se ha descubierto que en el caso de 
Francisella tularensis juega un papel clave en la virulencia de la bacteria 
puesto que ayuda a evitar los mecanismos de detección intracelular, 
limitando la inflamación y promoviendo la supervivencia intracelular, si 
bien será necesario llevar a cabo más estudios para conocer mejor el 
papel de la cápsula de Francisella en la resistencia al suero 3,22. 
El análisis bioquímico indica que la cápsula está compuesta en torno a 
un 50% de lípidos, y hasta un 35% de aminoácidos y un 21% de 
carbohidratos. Pero lo que caracteriza principalmente a la cápsula de 
Francisella es que muchas de las cepas analizadas expresan un 
polisacárido que es idéntico al antígeno O del lipopolisacárido, lo que 
lleva a pensar si la cápsula de Francisella tularensis es real o si la 
bacteria simplemente expresa el antígeno O libre que se agrega cerca 
de la superficie 22. 
 
• Lipopolisacárido (LPS): es el componente mayoritario y más externo de 
la membrana externa de la mayoría de bacterias gram negativas. El LPS 
consta principalmente de tres partes: lípido A, núcleo y antígeno O 3,21,22. 
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El lípido A es la endotoxina de las bacterias, debido a su función 
inmunoestimulante es una estrategia de virulencia común para muchas 
bacterias gram negativas. En el caso de Francisella tularensis, el lípido A 
presenta una estructura ligeramente modificada, está tetraacilado con 
cadenas de ácidos grasos de 16 a 18 carbonos de longitud 
(generalmente en las bacterias gram negativas está hexaacilado con 
cadenas de ácidos grasos de 12 a 14 carbonos), lo que permite a la 
bacteria reducir en gran medida la activación de los receptores TLR4 y 
posibilita una mayor evasión inmunológica 21–23. 
El núcleo es la zona del polisacárido que se encarga de unir la parte del 
lípido A con el antígeno O. 
Por su parte, el antígeno O son las cadenas laterales del polisacárido, 
constituye el principal antígeno de superficie de las células gram 
negativas y es altamente inmunógeno en animales vertebrados 3. 
Se ha demostrado que las diferentes especies de Francisella tularensis 
han desarrollado variaciones fundamentales en la estructura del LPS 
que además de posibilitar la evasión inmunológica, dan lugar a mejoras 
en la virulencia de la bacteria provocando una alta infectividad y una 
enfermedad más grave 22.   
 
• Sistemas de secreción: permiten el paso de proteínas a través de la 
membrana y se encuentran codificados por genes de la isla de 
patogenicidad de Francisella (FPI, del inglés Francisella pathogenicity 
island). Dicha isla de patogenicidad es una región de 30 kb del genoma 
que está presente en dos copias idénticas, cada una de las cuales 
contiene 19 genes organizados en dos grandes operones. Estos genes 
son esenciales en la virulencia de la bacteria y en su crecimiento 
intracelular 3,22. 
- Sistemas de secreción tipo I (T1SS): en Francisella tularensis se 
compone por TolC y FtlC, y una proteína homóloga SilC de la que se 
desconoce su papel, todos están localizados en la membrana 
externa 22. 
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- Sistemas de secreción tipo III y IV (T3SS/T4SS): no se encuentran 
en Francisella tularensis subsp. tulatensis ni en Francisella tularensis 
subsp. holarctica, por lo que se cree que no interviene en la 
virulencia en humanos 22. 
- Sistemas de secreción tipo VI (T6SS): como veremos más adelante 
se encuentra implicado en la evasión del fagosoma 3,22. 
- Proteínas secretadas: varias proteínas son liberadas por Francisella 
tularensis (destacando AcpA, KatG y SodB) aunque los mecanismos 
para su secreción no están muy claros, se cree que tanto TolC del 
sistema de secreción tipo I como el sistema de secreción tipo VI son 
los principales responsables. También se eliminan de forma 
espontánea a través de vesículas de la membrana externa (OMVs, 
del inglés Outer Membrane Vesicles) 22.  
 
• Proteínas de membrana: pueden estar localizadas en la membrana 
externa (OMPs, del inglés Outer Membrane Proteins), en la membrana 
interna (IMPs, del inglés Inner Membrane Proteins) o en el periplasma. 
- Proteínas de la membrana externa (OMPs): debido a su localización 
superficial pueden desempeñar funciones como factores de 
virulencia o como objetivos inmunes. 
Como hemos visto anteriormente, las proteínas pueden ser 
secretadas al medio a través de vesículas, analizando el contenido 
de las OMVs se han descubierto numerosas OMPs, entre las que 
destacan: FopA, KatG, Pal, Tul4-A, Mip, Dsb 22. 
Además de las OMPs mencionadas anteriormente, también son 
importantes las proteínas DsbA, Flpp3, DipA, OmpA, FupA y FslE  
como factores de virulencia de Francisella tularensis 21,22. 
- Proteínas de la membrana interna (IMPs): a pesar de la naturaleza 
esencial de estas proteínas para la viabilidad bacteriana, han sido 
menos estudiadas que las de la membrana externa. 
Aquellas que se conoce que actúan como factores de virulencia son: 
RipA, SecY, LolC, LpxE, LpxF, KdoH1, KdoH2 y Cht1 22. 
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- Proteínas periplásmicas: se cree que SodC actúa a nivel del 
periplasma 22. 
 
• Pili de tipo IV: se encuentran en la superficie de muchos tipos de 
bacterias y generalmente desempeñan funciones importantes en la 
adhesión bacteriana, la agregación, la motilidad mediante contracción y 
la captación de ADN. Su papel en la familia Francisellaceae no está 
claro puesto que solo se han encontrado en algunas especies 
desarrolladas en laboratorio 3,22.    
 
El estudio e identificación de los diferentes antígenos de membrana 
permitirá confirmar cuales son los antígenos inmunodominantes de Francisella 
tularensis y su importancia inmunopatogénica y protectora 3,24,25. 
 
En la siguiente imagen podemos ver un resumen de todos los factores 
de virulencia de Francisella tularensis. 
 
 
Figura 3: Principales factores de virulencia de Francisella tularensis (Elaboración propia) 
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3. Patogénesis 
Debido a su carácter de bacteria intracelular facultativa, uno de los 
aspectos clave del ciclo vital de Francisella tularensis es su desarrollo dentro 
de las células del organismo hospedador. Por ello son diversos los 
mecanismos que Francisella desarrolla para su supervivencia y replicación en 
este medio tan hostil. 
 
• Fagocitosis 
El reconocimiento de Francisella en la membrana de las células 
hospedadoras es un paso fundamental, puesto que va a posibilitar la entrada 
de las bacterias en el interior de las células 26. Existen múltiples células en las 
que Francisella puede sobrevivir y proliferar, destacando: macrófagos, células 
dendríticas, neutrófilos, hepatocitos, neumocitos tipo II  y células endoteliales 
27.  
Dicho reconocimiento es llevado a cabo por receptores de 
reconocimiento de patrones (PRRs, del inglés Pattern Recognition Receptor), 
los cuales reconocen patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs, 
del inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns) y desencadenan la 
respuesta inflamatoria indicada. Dentro de los PRRs encontramos receptores 
localizados en la superficie celular como son los receptores de tipo Toll (TLRs, 
del inglés Toll-like receptor) o en el citosol como los receptores de tipo Nod 
(NLRs, del inglés NOD-like receptors), entre otros 27. 
En general, el lipopolisacárido de las bacterias gram negativas es 
reconocido por los receptores TLR4 y MD-2, pero la especial estructura que 
presenta el lípido A del LPS de Francisella tularensis hace que la producción de 
citocinas desencadenada por TLR4 sea mucho más débil que en otras 
bacterias gram negativas, como por ejemplo E. coli 23. Induciéndose 
únicamente bajos niveles de citocinas proinflamatorias, interleucinas (IL)-1β y 
factor de necrosis tumoral α (TNFα) 21,22. 
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Además de los receptores TLRs, el mecanismo por el que los fagocitos 
reconocen a las bacterias está compuesto por diferentes receptores en función 
de las condiciones de opsonización de la bacteria 26,27. Dentro de estos 
receptores, aquellos que participan en la fagocitosis no opsónica son menos 
conocidos, aunque se puede destacar el papel de los receptores de manosa de 
los macrófagos (un tipo de receptores de Lectina tipo C). Por su parte, los 
receptores que intervienen en la fagocitosis opsónica son: receptores del 
sistema del complemento, concretamente CR3 (CD11b/CD18) en macrófagos y 
CR4 (CD11c/CD18) en células dendríticas, receptores scavenger A (SRA), 
receptores FC gamma (FCγR) y nucleolina 26,27. 
 
• Formación del fagosoma 
Después de haber sido fagocitadas por los macrófagos, quedan 
incluidas en un fagosoma (FCP, del inglés Francisella-containing phagosome), 
dicho fagosoma adquiere de manera transitoria ciertos marcadores del 
endosoma precoz (EE, del inglés Early Endosome) y tardío (LE, del inglés Late 
Endosome), como son EEA-1, CD63 y LAMP-1, señal de un correcto proceso 
de maduración 27,28. 
Sin embargo, el fagosoma FCP no se unirá a los lisosomas, impidiendo 
por un lado que los lisosomas viertan los enzimas lisosomales al FCP y por otro 
lado la formación del fagolisosoma, por lo que no se procederá a la eliminación 
de la bacteria fagocitada. Se sabe que el proceso de maduración del FCP ha 
comenzado porque se produce una ligera acidificación del medio, 
consecuencia de la liberación de ATPasa. Aunque existen discrepancias sobre 
cómo actúa el FCP frente a esta acidificación, no obstante, no existen dudas 
sobre la importancia de la etapa de formación del fagosoma en el ciclo 
intracelular de Francisella 27,28.  
Mientras la bacteria se encuentra en el fagosoma, la enzima NADPH 
oxidasa se encarga de producir y liberar especies reactivas de oxigeno con 
capacidad bactericida (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) a través de 
la explosión respiratoria. Para asegurar su supervivencia, Francisella tularensis 
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reacciona a dicho ataque interrumpiendo activamente la generación de ROS 
mediante la alteración de dos pasos en la activación de la NADPH oxidasa 
(inhibiendo el ensamblaje del flavocitocromo b558 y mediante la inhibición de la 
fosforilación de p47phox y p40phox) 27.  
También varios de los determinantes de virulencia de Francisella 
contribuyen mejorando su resistencia al efecto de los ROS (fosfatasas ácidas 
como AcpA, genes implicados en la biosíntesis de pirimidinas como carA, carB 
y pyrB, subunidades de la enzima superóxido dismutasa como sodB y sodC, o 
catalasas como KatG) 27,29. 
 
• Evasión del fagosoma 
Dentro del ciclo de vida intracelular de Francisella el siguiente paso es la 
salida del fagosoma. Se ha comprobado que las bacterias tardan entre 1 y 8 
horas tras la infección en abandonar el fagosoma y acceder al citosol, diversos 
factores contribuyen a que este tiempo sea mayor o menor; por ejemplo, en la 
fagocitosis no opsónica la salida es más rápida que en la opsónica 27.  
Todavía no está claro de qué manera se rompe la membrana del 
fagosoma. Sin embargo, se sabe que Francisella tularensis expresa un sistema 
de secreción de tipo VI (T6SS) el cual está codificado por genes de la isla de 
patogenicidad de Francisella (FPI). Un gran número de estos genes 
relacionados con el sistema de secreción tienen importancia en la evasión del 
fagosoma. Entre los genes implicados se encuentran: igC, igD, pdpA, ig1I,  
ig1J, vgrG, dotU, mglA, fevR y migR 27–29.  
Existen otros determinantes no relacionados con FPI que podrían estar 
implicados en la evasión del fagosoma (fosfatasas ácidas o genes implicados 
en la biosíntesis de pirimidinas) 27–29.  
 
 
 
   Introducción 
 
 
26 
 
• Replicación en el citosol 
Francisella pertenece al grupo de bacterias que se multiplican 
exclusivamente en el compartimento citosólico de las células infectadas. La 
capacidad de Francisella tularensis para multiplicarse en el citosol de las 
células está íntimamente relacionada con la patogenicidad de la bacteria. 
Los factores bacterianos que se requieren específicamente para el 
crecimiento en el citosol no son muy claros, aunque se cree que pueden 
intervenir factores como genes implicados en la biosíntesis de purina 
(purMCD), gamma glutamil transpeptidasa (ggt) y diversos genes de función 
desconocida (FTT0369c/dipA) 27.  
Una vez en el citosol, Francisella tularensis necesita seguir resistiendo a 
los mecanismos de control del sistema inmune innato, así como adaptar su 
metabolismo a las restricciones nutritivas del medio. Se ha descubierto que 
Francisella tularensis utiliza glutatión como fuente de cisteína intracelular para 
compensar su auxotrofia por este aminoácido 3,29.  
Entre las medidas de defensa que se ponen en marcha en la célula 
cuando las bacterias están en el citosol se encuentran la xenofagia y la 
activación del inflamasoma.  
La xenofagia es un proceso selectivo de captura de patógenos 
intracelulares que utiliza mecanismos similares a los utilizados por la autofagia 
para la eliminación y reciclado de residuos celulares. Es un proceso que se 
produce dentro de una vacuola para la eliminación microbiana por los 
lisosomas. Al igual que la autofagia, la xenofagia se halla vinculada a las vías 
de señalización de la inmunidad innata a través de las respuestas 
celulares patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs). De hecho, la 
xenofagia regula, y está regulada por los receptores de reconocimiento de 
patrones (PRRS), tales como receptores de tipo Toll (TLRs), receptores tipo 
nod (NLRs), receptores tipo RIG-I (RLRs) sensores citosólicos de DNA (CDS ) 
y genes estimulados por interferon (STING), así como inflamasomas 27,29,30. 
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Por otro lado, el inflamasoma es responsable de la activación de los 
procesos inflamatorios y se ha demostrado que induce la piroptosis celular (una 
forma altamente inflamatoria de muerte celular programada, apoptosis, que 
ocurre con mayor frecuencia tras la infección con patógenos intracelulares y es 
probable que forme parte de la respuesta antimicrobiana). La presencia de 
Francisella en el citosol es detectada por interferón (IFN) tipo I que activa la 
proteína AIM2, cuya activación induce la secreción de las citocinas pro-
inflamatorias IL1β y pro-IL18 y a la piroptosis. 
 
• Diseminación a otras células 
Después de una multiplicación activa en el citosol de la célula 
hospedadora, la diseminación de Francisella tularensis a las células 
adyacentes se produce tras la lisis celular. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Ciclo de vida intracelular de Francisella tularensis (Elaboración propia) 
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La respuesta del organismo humano frente a la infección por Francisella 
tularensis depende más de la inmunidad celular  que de la inmunidad 
humoral 11,31. La inmunidad humoral frente los antígenos polisacáridos se 
produce entre la segunda y la tercera semana tras la infección con la aparición 
de anticuerpos de clase IgM, IgG e IgA, con un rol insuficiente para proteger 
por ellos mismos la infección por Francisella 3,11. 
Por su parte, la inmunidad mediada por células aparece una semana 
antes de que los anticuerpos sean detectados y actúa directamente frente a los 
antígenos proteicos de la bacteria confiriendo protección inmunológica. Los 
receptores TCR de los linfocitos T no reconocen el antígeno de forma directa, 
sino que solo pueden reconocer péptidos derivados de las proteínas 
antigénicas, presentados por moléculas de clase I o II del complejo mayor de 
histocompatibilidad (CMH), estas moléculas se expresan en la superficie de las 
células presentadoras de antígenos (CPA) 32. Concretamente, las moléculas de 
clase I presentan péptidos que activan los linfocitos T CD8+ o citotóxicos y las 
moléculas de clase II hacen lo mismo con los linfocitos T CD4+. Los linfocitos T 
presentan diferentes perfiles funcionales según las citocinas que producen, 
estos perfiles se inducen mediante las CPA y se desarrollan principalmente en 
los linfocitos T CD4+. En el caso de Francisella las citocinas que se producen 
son IFN-γ, IL-2, IL-17, IL-22 y TNF-α (correspondientes a perfiles Th1 y Th17). 
Mientras que los linfocitos T CD8+ se encargan de mediar la respuesta 
citotóxica y la producción de citocinas proinflamatorias (IFN-γ y TNF-α) 31. 
La inmunidad mediada por células tiene una respuesta diferenciada en 
función de la vía de entrada de las bacterias, aspecto muy importante en el 
desarrollo de nuevas vacunas. Diversos estudios han mostrado que las 
diferentes cepas de Francisella tularensis inducían diferentes formas de 
inmunidad en función de la vía de entrada 31,33.  Así se observó que los ratones 
infectados por vía intradérmica o subcutánea presentaban la aparición 
inmediata de inflamación en los primeros dos días post-infección, mientras que 
cuando la infección se producía por vía respiratoria, la respuesta se 
retrasaba hasta 3-5 días, produciéndose en este período de tiempo una intensa 
multiplicación y acúmulo de microorganismos en hígado y bazo 31,33. 
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4. Cuadros clínicos 
En general, la gravedad del cuadro clínico de la enfermedad y su forma 
de presentación dependerán de varios factores 3:  
• La virulencia de la subespecie causante de la infección, siendo más 
grave el cuadro clínico cuando está producida por Francisella 
tularensis subsp. tularensis.  
• La puerta de entrada al organismo: solo son necesarias de 10 a 50 
bacterias para producir enfermedad si se inyectan vía intradérmica 
o se inhalan, pero hacen falta 108 bacterias cuando se ingieren 
dada su sensibilidad al ácido.  
• La extensión de la afectación sistémica y el estado inmunitario del 
hospedador. Lo que provocará que el cuadro clínico pueda variar 
desde una enfermedad asintomática hasta sepsis aguda y 
fallecimiento 3. 
El tiempo de incubación de la enfermedad suele ser de 3-5 días, 
variando entre 1 y 21 días el tiempo transcurrido desde la exposición al 
patógeno a la aparición de los primeros síntomas 3,34. En el caso de inoculación 
cutánea, durante los primeros 3-5 días se produce la multiplicación a nivel local 
produciendo una pápula, y entre 2 y 4 días más tarde comienza la ulceración 3. 
Teniendo en cuenta que Francisella se desarrolla intracelularmente en 
las células que la fagocitan, la diseminación de las bacterias una vez provocan 
la piroptosis celular hace que se produzca una bacteriemia durante las fases 
tempranas de la enfermedad 3. 
Los signos y síntomas generales son fiebre, escalofríos, cefalea, 
malestar, anorexia y fatiga. También puede aparecer tos, mialgias, molestias 
torácicas, vómitos, dolor faríngeo, dolor abdominal y diarrea 3,6,11,35. 
La fiebre (generalmente >38,3ºC) suele durar varios días, remite durante 
un intervalo corto y después recidiva. Las cepas menos virulentas causan una 
enfermedad más leve y autolimitada 3,36. 
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Suele existir confusión en el diagnóstico por dos razones 3,11: 
1) Los síntomas sistémicos pueden haber desaparecido cuando se solicita 
ayuda médica, quedando únicamente las manifestaciones del cuadro 
clínico concreto. 
2) El 25-50% de los pacientes no presentan un origen evidente de la 
infección. 
 
Además de por los síntomas generales, la tularemia se caracteriza por 
presentar un cuadro clínico asociado a la puerta de entrada de las bacterias. 
Ulceroglandular o ulceroganglionar 3,19,21,37,38 
- Incidencia: presentación más frecuente de la enfermedad. 
- Vía de contagio: picaduras de garrapata y contacto con animales 
contaminados. 
- Síntomas frecuentes: linfadenopatía localizada y sensible a la palpación; 
de manera anterior, simultánea o posterior aparece una lesión cutánea 
que comienza como una pápula eritematosa y dolorosa en una región 
que drena en los ganglios linfáticos. Posteriormente se necrosa y deja 
una úlcera hipersensible con el borde elevado. 
- La localización de la lesión se relaciona con el modo de adquisición: 
o Contacto con animales: úlceras en manos y antebrazos. 
o Picadura de garrapata: úlceras en tronco, periné, extremidades 
inferiores, cabeza y cuello. 
- Complicaciones: linfangitis infrecuente (a menos que exista una 
sobreinfección bacteriana).  
 
Glandular o ganglionar 3,19,21,37,39 
- Síntomas frecuentes: linfadenopatía regional sensible a la palpación, 
pero sin lesión cutánea evidente (constituye el mismo proceso que la 
enfermedad ulceroglandular). 
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- El aumento de tamaño de los ganglios linfáticos puede persistir durante 
periodos prolongados. 
- Complicaciones: más del 20% de los ganglios linfáticos supuran si no se 
tratan o si el tratamiento se retrasa más de 2 semanas. 
 
Oculoglandular u oculoganglionar 3,19,21,37,40 
- Incidencia: número mínimo de casos. 
- Vía de contagio: se contagia a través de la conjuntiva por el contacto de 
los dedos contaminados o salpicaduras y aerosoles. 
- Síntomas frecuentes: fotofobia y lagrimeo, edema palpebral, conjuntivitis 
dolorosa con inyección, quemosis, úlceras o pápulas conjuntivales. Dado 
el carácter de distribución orgánica de Francisella pueden aparecer 
linfadenopatías (preauricular, submandibular y cervical). 
- Complicaciones: pérdida de visión excepcional, ulceración corneal, 
dacriocistitis y supuración ganglionar. 
 
Faríngea 3,19,21,37,41–44 
- Incidencia: suele ser más frecuente en niños que en adultos. 
- Vía de contagio: consumo de alimentos o agua contaminados. 
- Síntomas frecuentes: fiebre e intenso dolor faríngeo (faringitis o 
amigdalitis exudativa con una o más úlceras). Pueden aparecer 
linfadenopatías (preparotídeas, retrofaríngeas y cervicales). 
 
Tifoídica 3,19,21,37 
- Enfermedad febril no asociada a linfadenopatía (ni a ninguna de las 
formas de presentación). 
- Vía de contagio: puede deberse a cualquier modo de adquisición y es de 
difícil diagnóstico. 
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- Síntomas frecuentes: fiebre con escalofríos, cefalea, mialgias, dolor 
faríngeo, anorexia, náuseas, vómitos, diarrea, dolor abdominal y tos. 
- Complicaciones: son difusas y de gravedad variable. 
 
Neumónica 3,19,21,37,45 
- Vía de contagio: inhalación directa de las bacterias o propagación 
hematógena secundaria al pulmón. 
- Presentación inicial: como una infección pulmonar en cualquiera de los 
dos casos. 
o La neumonía primaria supone un riesgo para determinadas 
profesiones (esquiladores, granjeros, jardineros). 
o Mientras que la secundaria se puede producir pronto o tras el 
lapso de semanas o meses. 
- Síntomas frecuentes: tos, fiebre, producción de esputo nula o mínima, 
tensión subesternal y dolor torácico pleurítico. Entre un 25 y 30% de los 
pacientes tienen infiltrados en las radiografías sin ningún signo clínico de 
neumonía. 
- Complicaciones: puede desarrollarse de manera secundaria a cualquiera 
de las otras formas de la enfermedad, aunque lo más frecuente es que 
afecte a las formas tifoídica (83%) y ulceroglandular (31%). 
- El análisis habitual del esputo no ayuda a establecer el diagnóstico. 
 
 
5. Epidemiología 
5.1. Reservorios y especies susceptibles de padecer tularemia 
Francisella tularensis infecta a cientos de especies de vertebrados e 
invertebrados, pero solo algunas de estas especies pueden ser fuente de 
infección para el hombre, siendo más frecuente que sean animales silvestres 
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(por ejemplo lagomorfos o roedores), aunque también se han dado casos en 
los que han intervenido animales domésticos 3,5,15,46,47. 
Dentro de la división de los vertebrados se pueden destacar las 
siguientes órdenes de animales como principales afectados por la enfermedad: 
- Lagomorfos: dentro de la familia Leporidae, los géneros Sylvilagus y 
Lepus spp 3,15,48. 
- Roedores: incluye numerosas familias diferentes (Sciuridae, 
Castoridae, Hystricidae, Myocastoridae, Gliridae, Spalacidae, 
Cricetidae, Muridae), entre las que destacan ratones, topillos, 
ardillas, ratas almizcleras, castores y hámsteres como fuente de 
infección del hombre en el medio natural. En España principalmente 
topillos campesinos (Microtus arvalis) 3,15. 
En el grupo de invertebrados son abundantes los artrópodos que se 
comportan como vectores de la infección, destacando al menos 13 especies de 
garrapatas de la cuales algunas poseen la capacidad de transmisión 
transovárica de Francisella  actuando a su vez como reservorios 3,5,8,15,49. 
También los mosquitos y tábanos, y de manera más excepcional, se han 
notificado brotes provocados por cangrejos de río 50–52. 
La importancia que tienen los artrópodos en la difusión de la enfermedad 
es manifiesta, ya que las garrapatas son el vector principal en Estados Unidos, 
y los mosquitos lo son en Suecia y Finlandia 3,5,53. 
Por otra parte, Francisella tularensis puede sobrevivir durante largos 
periodos de tiempo en el agua pudiendo afectar incluso a diferentes especies 
de protozoos, donde es capaz de desarrollarse intracelularmente 54. 
 
5.2. Modos de transmisión 
La baja dosis infectante de Francisella tularensis (10-100 UFC) hace que 
la transmisión de la infección a humanos sea relativamente sencilla 11. Dicha 
infección se produce mediante diversos mecanismos, entre los que destacan: 
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a) Contacto directo con reservorios o animales fuente de infección de la 
enfermedad: bien sea en la manipulación de animales infectados o 
por mordedura de los mismos 11,13,15. 
b) Agua contaminada: por contacto directo o por su consumo. 
Normalmente el agua se suele contaminar por la presencia del 
cadáver de algún animal infectado 11,13,15.  
El hecho de que la bacteria pueda sobrevivir en el agua a 
temperaturas de entre 13 y 15ºC durante varios meses permite una 
mayor capacidad de transmisión 3,13. Un caso particular es la 
manipulación de los cangrejos de río infectados o que presentan 
amebas infectadas por Francisella en su caparazón 52. 
c) Inhalación de partículas infecciosas: uno de los mecanismos más 
frecuentes tiene lugar durante el desollado de animales enfermos y la 
inhalación de aerosoles que se producen durante dicho desollado 3,36. 
También por actividades cotidianas como cortar el césped o 
manipular hierba si están contaminados por heces o cadáveres de 
animales infectados, o bien durante la utilización de cosechadoras 
11,13,45,55. 
d) Picadura de garrapata, mosquito u otro insecto contaminados: puesto 
que estos tienen una mayor reproducción durante los meses de 
primavera-verano se ha relacionado este hecho con una mayor 
incidencia de la enfermedad durante esos meses 5,13. 
No se considera al hombre como fuente de infección ni reservorio de la 
enfermedad ya que no se han descrito casos de transmisión interhumana 5,11. 
Tradicionalmente la enfermedad afecta a personas de todas las edades, no 
presentando un patrón de distribución asociado a la edad 5,13,56. 
Se aprecia una mayor incidencia en varones, que se relaciona con las 
profesiones desarrolladas al aire libre o actividades de ocio en el campo en 
contacto con reservorios o vectores de la enfermedad, actividades que 
habitualmente están más arraigadas en la población masculina 11,13.  
Dentro de las actividades que pueden facilitar el contacto con Francisella 
se incluyen: cazadores de liebres y otros animales fuente de infección de la 
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enfermedad, agricultores que puedan estar en contacto con cadáveres de 
animales contaminados o con sus excrementos, guardabosques, jardineros, 
veterinarios y manipuladores de alimentos 3,13,57,58. Sin olvidar por supuesto al 
personal de laboratorio que trabaja con las bacterias 59–62. 
 
5.3. Distribución geográfica 
La enfermedad predomina en el hemisferio norte (entre los 30 y 71º 
Norte) 4,46,63–65. Los continentes más afectados son: América, Europa y Asia; 
por lo que son muy llamativos los casos que se han descrito en Australia, entre 
los que destacan los ocurridos en el año 2003 por una bacteria que por 
características genotípicas y fenotípicas pertenecería a Francisella tularensis 
subsp. novicida, pero en la que determinadas diferencias en la secuenciación 
de los genes 16S rRNA sugieren clasificarla como una forma atípica de F. 
tularensis subsp. novicida o como una nueva subespecie; y en el año 2011 en 
la región de Tasmania por mordedura de un marsupial infectado con 
Francisella tularensis subsp. holarctica 66,67. En 2017 se consiguió aislar 
bacterias de esta subespecie en zarigüeyas, lo que confirmaría la presencia de 
Francisella tularensis en Oceanía 68.  
También en África, concretamente en Kenia, se han encontrado 
anticuerpos frente a Francisella tularensis en pacientes en los que no se 
diagnosticó la enfermedad, aunque en este caso hay que tener en cuenta la 
comunidad antigénica entre Francisella spp. y otras bacterias 5,37,69. 
 
a) América 
En el caso de América, aunque se han descrito casos en países como 
México o Canadá, la tularemia tiene una mayor incidencia en Estados Unidos.   
Como ya se ha mencionado anteriormente la tularemia fue descubierta a 
principios del siglo XX en los Estados Unidos. A pesar de que el número de 
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casos ha disminuido progresivamente desde los años 50 (el año de mayor 
incidencia de la enfermedad fue 1939 con 2291 casos diagnosticados), en la 
actualidad se notifican una media de entre 125 y 200 casos al año (Figura 5). A 
pesar de que puede darse en forma de brotes la mayoría de los casos 
notificados se presentan de forma aislada 70–74. 
 
Figura 5: Número de casos notificados anualmente de tularemia en EE. UU. (1950-2016) 
               (Imagen tomada del CDC 75)  
 
 
Dada la disminución de incidencia observada durante la segunda mitad 
del siglo XX  la tularemia fue eliminada de la lista de enfermedades de 
declaración obligatoria en EEUU en el año 1994, pero vuelta a incluir en el año 
2000 por su posible uso como arma biológica 73,74. 
Se han notificado casos de tularemia en todo los estados excepto en 
Hawái, y de los datos publicados durante los últimos 25 años se puede extraer 
un patrón de incidencia que afecta principalmente a estados del Medio Oeste 
de los Estados Unidos y zonas limítrofes a dicha área 73,74.  
Según los artículos emitidos por el CDC (Centers for Disease Control 
and Prevention) el 56% de los casos declarados entre 1990 y 2000 se 
concentran en 4 estados: Arkansas, Missouri, South Dakota y Oklahoma 73. 
Mientras que entre 2001 y 2010 son el 59% de los casos declarados los que se 
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distribuyen por los estados de: Missouri, Arkansas, Oklahoma, Massachusetts, 
South Dakota y Kansas (Figura 6.a.) y el 61,5% en 2017 (Figura 6.b.) 74. Lo que 
demuestra una mayor incidencia de la enfermedad en zonas rurales.  
 
2001 – 2010      2017 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Mapa de casos notificados de tularemia en EE. UU. entre 2001 - 2010 (6.a.) y en 2017 (6.b) 
(Imágenes tomadas del CDC 74)  
 
 
Cabe destacar los casos registrados en el estado de Massachusetts, 
concretamente los brotes ocurridos en la isla de Martha’s Vineyard en el 
condado de Dukes en los años 1978 y 2000, pues corresponden a los únicos 
casos de tularemia expresada de forma neumónica en los Estados Unidos 
45,49,55,76,77. Diversos estudios han demostrado que varios de los sujetos 
infectados se dedicaban a la jardinería, relacionándose directamente con 
posibles aerosoles contaminados que pudieron inhalar en actividades 
cotidianas como cortar el césped o manipular hierba 11,45,55.  
Nuevos estudios han verificado que “Dermacentor variabilis” (garrapata 
americana del perro) puede ser la fuente de infección y el reservorio de la 
bacteria en la isla 49,76,77. 
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Normalmente la enfermedad se suele presentar en las formas 
ulceroglandular y glandular; y aunque se notifican casos durante todos los 
meses del año (principalmente asociados a mordedura de artrópodos durante 
los meses de verano y por contacto con mamíferos infectados en invierno), 
más del 70% corresponden al periodo de tiempo entre mayo y septiembre 
71,73,74. 
 
b) Europa 
En Europa predomina Francisella tularensis subsp. holarctica, también 
se han aislado cepas de Francisella tularensis subsp. tularensis en vectores de 
Europa del este, zonas cercanas a Bratislava (Eslovaquia) y en Austria 15,17,1815.  
 
Figura 7: Mapa de zonas endémicas, reservorios y principales brotes de tularemia en Europa 
           (Imagen tomada de Maurin et al. 15) 
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A pesar de ello las características de la enfermedad varían de unos 
territorios a otros. En la siguiente tabla se muestra cómo la incidencia de la 
enfermedad difiere significativamente entre los diversos países de Europa, 
pudiendo encontrarse países libres de tularemia en la proximidad inmediata 
con regiones endémicas.  
 
Tabla 1: Tabla de incidencia de tularemia por países en Europa 
 
 
 
 Aunque en todo el continente europeo la bacteria causante de tularemia 
es Francisella tularensis subsp. holarctica; el modo de transmisión de la 
enfermedad a los humanos, así como los vectores implicados en dicha 
transmisión marcan diferencias cualitativas entre las manifestaciones clínicas 
de la enfermedad en los diferentes territorios endémicos. 
Las diferencias entre regiones se manifiestan de la siguiente forma: 
INCIDENCIA PAÍSES 
Sin datos 15 
Andorra, Liechtenstein, Moldavia, Mónaco, Montenegro, 
San Marino y Vaticano 
Sin tularemia 15 
Chipre, Grecia, Islandia, Irlanda, Letonia, Luxemburgo, 
Macedonia, Malta y Reino Unido 
0-0,1/100 000 
Albania 15, Bélgica 15, Bosnia y Herzegovina 15, Dinamarca 
78, Alemania 79–82, Italia 83, Suiza 84,85, Países Bajos 86–88, 
Polonia 63, Portugal 89, Georgia 90, Rumanía 15 y Eslovenia 15 
1/100 000 
Austria 91, Croacia 15, Estonia 15, Francia 35,92–94, Lituania 15, 
Ucrania 95 y Serbia 41 
>1/100 000 
Suecia 51,53,96–101, Finlandia 102–104, Noruega 105–107, Bulgaria 
108,109, República Checa 110–112, Hungría 113,114, Kosovo 115–
118, Rusia 119–121, Eslovaquia 17,18 y España 36,52,56,122–126 
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1) Países Nórdicos: tanto Noruega como Suecia y Finlandia presentan una 
elevada incidencia de tularemia, llegando a encontrar regiones con hasta 
37 casos/100 000 habitantes en Finlandia 104, 62,7 casos/100 000 
habitantes en Noruega 107 y 7,78 casos/100 000 habitantes en Suecia 98. 
 
Sin embargo, la forma de transmisión y, por ende, la forma clínica de la 
enfermedad presenta significativas diferencias. Mientras que en Suecia y 
Finlandia el vector principal de la enfermedad es el mosquito 15,51,53,96. 
En Noruega los casos relacionados con mosquitos son casi inexistentes 
y en su lugar aparecen con frecuencia brotes producidos por el consumo 
de agua contaminada 15,106,107. 
El consumo de agua contaminada provoca que la forma orofaríngea sea 
la más común en Noruega con más del 40% de los casos confirmados 
en el brote del año 2011, con una distribución estacional mayoritaria en 
invierno y primavera 127. 
Por su parte, Suecia y Finlandia presentan una mayor incidencia de la 
enfermedad durante los meses de verano y otoño, los cuales coinciden 
con un repunte en la población de mosquitos en la zona, y se manifiesta 
principalmente en las formas ulceroglandular y glandular 15,50,96,102.   
 
2) Península Balcánica: aunque se habían detectado casos aislados con 
anterioridad, la presencia de tularemia en las regiones balcánicas no se 
hizo destacable hasta la década de 1990 128. 
 
En Kosovo no se había notificado ningún caso de tularemia antes del 
año 1999, pero entre 1999 y 2000 se dieron cerca de 700 casos en dos 
brotes que afectaron a diferentes áreas del país con una forma de 
presentación generalmente orofaríngea 15,115.  
En este caso, y dada la cercanía del final de la guerra, se relacionó el 
origen de la enfermedad con la falta de medidas higiénico-sanitarias 
derivada del conflicto, pudiendo producirse la contaminación de agua y 
alimentos de consumo por parte de roedores infectados 15,116,117. 
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A partir de estos brotes la enfermedad ha seguido presente en el país 
con mayor o menor incidencia durante el siglo XXI 118. 
Pero no solo Kosovo presenta una elevada incidencia de la enfermedad 
dentro de los países balcánicos, también Bulgaria tiene una ratio de más 
de 1 caso/100 000 habitantes desde el año 1997 108. 
En este caso el contagio se ha relacionado con el consumo de agua 
contaminada, lo que provoca que más del 95% de los casos sean en 
forma orofaríngea 15,108.  
Tanto la proximidad de este brote con la frontera de Serbia, así como las 
similitudes en el genotipo con el de las bacterias encontradas en Turquía 
permiten plantear la hipótesis de un posible origen común, pero diferente 
al de Kosovo 128.  
 
3) España: para detallar la situación de la enfermedad en nuestro país el 
Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, a través del Centro 
de Coordinación de Alertas y Emergencias Sanitarias (CCAES), elaboró 
en 2013 el “Informe de situación y evaluación del riesgo de la tularemia 
en España”. En el cual se exponen todos los detalles epidemiológicos de 
la enfermedad, así como los brotes ocurridos en España y un análisis 
del futuro riesgo. 
 
Si bien la tularemia en humanos en España solo había presentado casos 
aislados hasta el año 1997, a partir de entonces se han descrito tres 
grandes brotes con características epidemiológicas muy concretas y 
diferentes. 
 
- Brote en Castilla y León de 1997: entre noviembre de 1997 y abril de 
1998 se notificaron 559 casos de tularemia humana, no obstante el 
número de casos reales fue muy superior ya que la información que 
se pudo obtener fue bastante reducida debido a que la tularemia no 
constaba en los protocolos de Enfermedades de Declaración 
Obligatoria (EDO) en ese momento.  
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Aparecieron casos en 10 Comunidades Autónomas, aunque ninguna 
de ellas presentó casos autóctonos salvo Castilla y León, comunidad 
donde se originaron las infecciones y donde además se declararon la 
mayoría de los casos con 513 pacientes infectados. Los 559 casos 
se desglosan en 101 sospechosos (pacientes que únicamente 
cumplen los criterios clínicos y/o epidemiológicos de diagnóstico) de 
los cuales 92 son de Castilla y León, 390 casos probables (368 en 
Castilla y León) y 66 confirmados (53 en Castilla y León). 
 
El brote se originó en el contexto de una epizoonosis que afectó 
fundamentalmente a las liebres y que dejó entre 15 000 y 20 000 
animales muertos en la comarca de Tierra de Campos (región que 
engloba territorios de Palencia, Valladolid, Zamora y León). Dicho 
brote se transmitió a humanos a través del contacto directo con 
liebres enfermas, bien fuese consecuencia de su caza, del desollado 
o de la ingesta de carne contaminada. Debido a la forma de contagio 
de la enfermedad, todos los pacientes encuestados presentaban 
antecedentes de manipulación de liebres y ninguno refirió picaduras 
de garrapatas. Se manifestó principalmente en las formas clínicas 
ulceroglandular y glandular (un 70% de los casos presentaron estos 
síntomas) y afectó principalmente a cazadores. Sin embargo hubo un 
número importante de casos de tularemia neumónica que afectó 
principalmente a las mujeres como consecuencia de los aerosoles 
producidos durante el desollado de las liebres 13,15,36. 
 
Un estudio llevado a cabo por nuestro departamento demostró que 
previamente al brote epidémico ya existían anticuerpos específicos 
frente a Francisella tularensis en los habitantes de la región, 
encontrando 9 sueros positivos entre una muestra de 4825 sueros 
recogidos con anterioridad al primer brote de tularemia en Castilla y 
León 122. 
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- Brote en Cuenca de 1998: muy cercano en fecha con el de Castilla y 
León.  En este caso, aunque la forma de presentación de la 
enfermedad también fue mayoritariamente ulceroglandular, el 
contagio se produjo por la pesca y manipulación de cangrejos de río 
contaminados en Moncalvillo de Huete (Cuenca), a orillas del Río 
Mayor. Se confirmaron 19 casos (11 hombres y 8 mujeres) que 
habían tenido contacto con cangrejos de río pescados entre el 13 y el 
31 de Julio de 1998. En las investigaciones posteriores se tomaron 
diversas muestras para analizar (incluidas muestras de los cangrejos, 
agua de diferentes zonas del río y de una depuradora cercana, así 
como de diferentes especies animales de la zona), se encontraron 
cepas de Francisella tularensis subsp. holarctica en los cangrejos y el 
agua de la depuradora. Esta contaminación del agua del río 
probablemente se produjo por el cadáver de alguna liebre. La 
transmisión al hombre se produjo durante la manipulación de los 
cangrejos debido a las lesiones cutáneas originadas con los 
caparazones contaminados de los crustáceos. Dicho proceso tuvo 
lugar durante un periodo de tiempo limitado y en un tramo corto del 
río puesto que no se dieron casos de la forma orofaríngea que 
implicaría una forma de infección por el contacto o consumo de agua 
contaminada 13,15,52. 
 
- Brote en Castilla y León en 2007: debido a que en 2007 la tularemia 
ya constituía una Enfermedad de Declaración Obligatoria, la 
información que se tiene de este brote es mucho más detallada que 
en los anteriores. Se contabilizaron en total 507 casos confirmados 
registrados oficialmente, de los cuales el 90% ocurrieron entre las 
semanas 25 (18 de junio) y 43 (22 de octubre), aunque el pico de 
incidencia fue entre la semana 26 (25 de junio) y 33 (18 de agosto) 
con un 59,5% de los casos. La provincia más afectada fue Palencia 
con 278 casos confirmados, seguida de Zamora (69), Valladolid (61) 
y León (49).  
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Si el primer brote la enfermedad se relacionó con liebres enfermas y 
el segundo con cangrejos de río contaminados, el brote de 2007 
tiene relación muy estrecha con una plaga de topillos (Microtus 
arvalis) que asoló durante 2007 y 2008 fundamentalmente la zona de 
Tierra de Campos que, a su vez, fue la más afectada por la epidemia 
de tularemia. La población de topillos llegó a alcanzar niveles de 
1350 topillos/hectárea (cuando normalmente hay 5-10 
topillos/hectárea).  
Estudios posteriores demostraron una significativa relación entre la 
densidad de población de topillos de ese año y el número de casos 
de tularemia durante el brote, y que el 2% de los roedores estaban 
infectados por la bacteria, así como una prevalencia de liebres 
afectadas del 34% 13,129. 
En este caso la enfermedad afectó mayoritariamente a varones 
(80,08%), agricultores o que tuvieron contacto con topillos, y la 
enfermedad se manifestó en la forma tifoídica (58,97%) y neumónica 
(7,89%) en más del 65% de los casos, lo que lleva a pensar que la 
forma más frecuente de adquisición fue la inhalación de aerosoles 
contaminados (por heces y cadáveres de topillos) que se liberaron en 
diversas tareas agrícolas e infectaron a los seres humanos 13,15,56. 
A pesar de las diferencias en la clínica y la epidemiología de los brotes 
de la enfermedad en España, se ha demostrado que la diversidad 
genética de las cepas aisladas en estos periodos es muy baja, lo que 
demostraría la persistencia de la bacteria en reservorios locales 15,126,130. 
 
c) Asia 
Como ya se ha indicado anteriormente las cepas de la variedad 
Francisella tularensis subsp. mediasiatica se han localizado exclusivamente en 
regiones de Asia central 3,9. Si nos referimos a Francisella tularensis subsp. 
holarctica podemos encontrarla en Japón, China y algunas regiones de la parte 
asiática de Rusia y Turquía. 
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En Japón, pese a ser unos de los primeros países donde se describió la 
enfermedad, en la actualidad la incidencia es de 10 casos notificados al año 131. 
Ejemplo similar al de Rusia, donde durante la II Guerra Mundial se llegaron a 
notificar hasta 100 000 casos al año de tularemia, y actualmente se han 
reducido a unos cientos de casos al año que se localizan principalmente en 
regiones de la zona de Siberia 119,120.  
Situación opuesta es la de Turquía, país en el que hasta el año 2005 
solo se habían producido casos aislados de tularemia en humanos, pero que 
en los últimos 10 años ha registrado más de 15 brotes que han afectado a 
regiones distribuidas por todo el territorio 132–134. La forma de presentación más 
habitual es la orofaríngea relacionada con el consumo de agua contaminada y 
con una mayor afectación durante los meses de invierno 133. Tal es la 
incidencia que tiene la enfermedad en el país que durante los años 2010 y 
2011 el número de casos en Turquía superó al total de casos registrado en 
todos los países de la Unión Europea juntos 132. 
 
 
6. Diagnóstico 
El diagnóstico clínico se basa en los antecedentes de un mordisco de 
garrapata o picadura de mosquito, contacto con mamíferos que puedan ser 
fuente de infección de la enfermedad o exposición a agua potencialmente 
contaminada. 
Según el Centro para el Control y Prevención de Enfermedades del 
Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos (CDC), los 
criterios diagnósticos para la identificación de tularemia son los siguientes 135: 
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➔ Caso probable: cuadro clínico compatible con la enfermedad y que 
presente títulos elevados de anticuerpos (>1:160) frente a Francisella 
tularensis sin historia de vacunación. 
También se puede considerar como caso probable cuando se produzca 
la detección de Francisella tularensis por inmunofluorescencia sobre la 
muestra clínica. 
 
➔ Caso confirmado: aislamiento y cultivo de Francisella tularensis en 
muestras clínicas o que a través de técnicas indirectas se constate un 
aumento de 4 veces o más en títulos de aglutinación de anticuerpos en 
suero. 
La OMS (Organización Mundial de la Salud) añade como criterio de 
confirmación para casos de tularemia la obtención de resultados 
significativos de presencia de anticuerpos frente a Francisella tularensis 
en pruebas de ELISA 11. 
 
A nivel nacional la agencia encargada de los protocolos diagnósticos es 
la Red Nacional de Vigilancia Epidemiológica, según la cual para confirmar un 
caso de tularemia es necesario que se conjuguen unos criterios 
epidemiológicos con unos criterios de laboratorio 56,136. 
➔ Criterio epidemiológico (al menos uno de los cuatro): 
- Exposición a animales enfermos o muertos por tularemia. 
- Exposición a alimentos o agua contaminados. 
- Exposición a aerosoles o polvo, en ambientes contaminados por 
animales sospechosos o enfermos. 
- Exposición a artrópodos vectores. 
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➔ Criterio de laboratorio (al menos uno de los tres): 
- Aislamiento de Francisella tularensis en una muestra clínica. 
- Detección del ácido nucleico de Francisella tularensis en una 
muestra clínica por PCR. 
- Respuesta específica de anticuerpos de Francisella tularensis. 
 
Otras administraciones sanitarias de diferentes países emplean criterios 
diagnósticos similares a los ya mencionados 137–139. 
 
Podemos clasificar las técnicas de diagnóstico de la tularemia en dos 
grupos, ya sean de detección directa de las bacterias o indirectas, teniendo en 
cuenta el riesgo que supone para el personal de laboratorio el cultivo de 
Francisella tularensis, son las técnicas indirectas o serológicas las más 
utilizadas. 
 
Tabla 2: Principales técnicas de diagnóstico de tularemia 
 
Diagnóstico microbiológico directo Diagnóstico microbiológico 
indirecto → Serología 
   Cultivo   Técnicas de aglutinación: 
- Aglutinación en tubo 
- Microaglutinación (MAT) 
   Identificación directa del agente: 
- Inmunofluorescencia 
   Detección del genoma bacteriano: 
- PCR (Polymerase Chain 
Reaction) 
  ELISA (Enzyme-Linked 
Inmunosorbent Assay) 
  Inmunocromatografía 
   Introducción 
 
 
48 
 
• Diagnóstico microbiológico directo 
 
o Cultivo 
Francisella tularensis puede crecer a partir de exudados faríngeos, 
muestras de esputos, aspirados gástricos, sangre, exudados conjuntivales y de 
las úlceras 10,37. Hay que tener en cuenta que es necesario tomar la muestra 
para su cultivo en fases iniciales de la enfermedad. Normalmente, una vez que 
aparecen los anticuerpos ya no se consigue su aislamiento. 
La tasa de aislamiento es relativamente baja (5%), incluso en fases 
agudas de la enfermedad es difícil de cultivar 37. El cultivo se puede realizar 
incluso después de haber comenzado el tratamiento antibiótico, aunque su 
rendimiento diagnóstico disminuye mucho 37. 
Requiere de medios enriquecidos que contengan cisteína, cistina, u otra 
fuente de grupos sulfidrilos para crecer. Medios utilizados 5,37: 
- Glucose cysteine agar with thiamine o cysteine blood agar (medio ideal). 
- Charcoal Yeast Extract (CYE) (medio habitual). 
- Chocolate agar (medio habitual). 
- Thayer-Martin agar (medio habitual). 
Una vez incubado a 37ºC se puede observar un crecimiento entre 24 y 
48 horas después de inocularlo 10,37. 
Dentro de las técnicas de cultivo se suele evitar la inoculación de 
Francisella tularensis en animales, pese a tratarse de uno de los métodos más 
sensibles de diagnóstico. El elevado coste de mantenimiento de los animales, 
el riesgo de iniciar una epidemia, así como el riesgo que supone para el 
personal de laboratorio desaconsejan la inoculación experimental como método 
diagnóstico 5. Además, para la manipulación de animales infectados se 
precisan unas instalaciones con un nivel 3 de Bioseguridad para desarrollar 
esta técnica 3. 
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Dada la capacidad infectante de Francisella tularensis, su manipulación 
supone un riesgo elevado de contaminación para el personal de laboratorio, 
siendo hasta los años 70 la tercera causa más frecuente de accidente en el 
laboratorio 59,60. Lo cual implica que para el aislamiento de Francisella 
tularensis a partir de una muestra patológica es necesario al menos un 
laboratorio equipado con un  nivel 2 de Bioseguridad, recomendándose el uso 
de cabinas de seguridad biológica para su manipulación 140. Una vez aislada la 
bacteria se recomienda su manipulación en un laboratorio de seguridad 
biológica de nivel 3 3,140. 
 
o Identificación directa del agente 
Francisella tularensis puede ser identificada a través del examen directo 
de muestras de secreciones, exudados o biopsias usando las técnicas de 
inmunofluorescencia directa (FAT) o inmunohistoquímica 10,12. 
Aunque estas técnicas sean compatibles con el diagnóstico en humanos 
no se suelen utilizar, su uso más frecuente es para el diagnóstico de tularemia 
post mortem en especies animales 141,142.  
 
o PCR (Polymerase Chain Reaction) 
Se utiliza para la detección del ADN de Francisella tularensis 
directamente a partir de las muestras (humanas, animales o ambientales) 12. 
Nos permite determinar la subespecie o genotipo, tanto en cepas 
aisladas como en muestras clínicas, aunque principalmente se suele utilizar en 
brotes aislados y en el diagnóstico de la forma ulceroglandular 12. 
Ventajas de la técnica de PCR 3: 
a) Mayor rendimiento diagnóstico. 
b) Diagnóstico más precoz que con las técnicas serológicas. 
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c) Menor riesgo de accidentes. 
d) Se puede usar mientras el paciente está con tratamiento antibiótico. 
 
Pruebas de detección de antígenos como WB (inmunoblotting) o PFGE 
(Pulsedfield Gel Electrophoresis) y otras técnicas especializadas también se 
pueden usar para identificar Francisella tularensis y definir subespecies 10,11. 
 
• Diagnóstico microbiológico indirecto → Serología 
 
o Técnicas de aglutinación: 
➔ Aglutinación en tubo 
➔ Microaglutinación (MAT) 
Consisten en la detección de anticuerpos aglutinantes frente a 
Francisella tularensis. Al no existir diferencias antigénicas entre las cepas de 
las diferentes subespecies, en todas las pruebas serológicas se utiliza para 
obtener el antígeno la subespecie holarctica, concretamente la cepa de la 
vacuna viva atenuada (LVS, NCTC 10857) 12,15. 
Para que se pueda hablar de la confirmación del diagnóstico de 
tularemia  a través de técnicas de aglutinación debe existir una seroconversión 
o un aumento de 4 veces entre el título de aglutinación entre dos muestras de 
suero tomadas con 7-10 días de diferencia 37,141. 
Normalmente títulos de aglutinación altos asociados a clínica compatible 
y unos antecedentes de contacto con posibles reservorios se consideran como 
indicativos de enfermedad con una probabilidad alta. En estos casos siempre 
es necesario tener en cuenta la posibilidad de otras infecciones como 
brucelosis, con las que algunas formas clínicas de tularemia especialmente en 
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sus fases iniciales, pueden presentar sintomatología similar, además de poder 
presentar reacciones serológicas cruzadas 5,143. 
Los títulos a partir de la cual se considera que un caso de tularemia es 
probable varían según los autores, pero normalmente se suele tomar como 
referencia: 
- Títulos de aglutinación en tubo ≥ 1:160 5,10,46,141 
- Títulos de microaglutinación ≥ 1:128 10,46 
 
Niveles detectables de anticuerpos aglutinantes suelen aparecer una 
semana después de la infección (entre 10 y 14 días después), pero los títulos 
máximos que confieren especificidad al diagnóstico serológico no aparecen 
hasta pasadas más de 2 semanas (entre 2 y 6 semanas más tarde) 34,37,141. La 
respuesta serológica puede ser mitigada con la administración previa de 
tratamiento antibiótico 3737. También se ha observado que los niveles de 
anticuerpos aglutinantes permanecen detectables en suero varios años 
después de haber sido superada la enfermedad 37. 
La principal desventaja que ofrece esta técnica es que Francisella 
tularensis puede presentar reacciones cruzadas con Brucella spp, Proteus 
OX19 y Yersinia spp, de hecho el propio Dr. Edward Francis en sus estudios 
sobre aglutinación llevados a cabo en 1926 ya determinó que pacientes con 
brucelosis pueden tener títulos elevados frente a Francisella tularensis 5,37. 
 
o ELISA (Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay) 
La técnica de ELISA es un inmunoensayo utilizado para detectar y 
cuantificar anticuerpos o antígenos. Esta técnica ofrece muchas ventajas sobre 
otro tipo de ensayos, incluyendo mayor facilidad de realización que otros 
procedimientos, una gran precisión y sensibilidad y ser fuertemente específica. 
Permite la detección de las diferentes clases de inmunoglobulinas frente a los 
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antígenos microbianos, lo que en algunos casos permite conocer si es una 
infección reciente o antigua. 
En el caso de Francisella, la técnica de ELISA es una técnica sensible y 
específica que permite realizar un diagnóstico serológico de la tularemia, pero 
no es útil para conocer cuándo fue el inicio de la infección dado que los niveles 
de inmunoglobulinas descienden lentamente. Además, un nivel alto de IgM 
específicas no indica necesariamente una infección reciente 141. 
 
Tabla 3: Resumen de evolución del nivel de anticuerpos en suero (Elaborado a partir de Koskela et al. 34) 
 
 
5 días Nivel max. Ac Disminución 
IgG 36% 16-90 días Mantiene títulos ↑ 
IgM 18% 16-71 días ↓ entre 3-6 meses 
IgA 9% 16-71 días ↓ entre 3-6 meses 
 
 
Como se ha mencionado anteriormente, los anticuerpos específicos 
aparecen entre 6 y 10 días tras los síntomas (2 semanas después del contagio) 
3. Los diferentes tipos de inmunoglobulinas prácticamente aparecen de manera 
simultánea y se mantienen detectables en suero entre 2 y 11 años 34,144–146. 
 
o Inmunocromatografía 
Una de las últimas pruebas serológicas introducidas en el diagnóstico 
indirecto de la tularemia son las pruebas de inmunocromatografía. Se 
caracteriza por ofrecer resultados en pocos minutos, aunque tiene el 
inconveniente de que sólo detecta anticuerpos totales frente al lipopolisacárido 
de Francisella tularensis y no detecta de forma individualizada los anticuerpos 
de cada una de las clases de inmunoglobulinas. 
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7. Tratamiento 
El género Francisella presenta una sensibilidad a los antimicrobianos 
muy estable y el tratamiento es altamente eficaz. Dentro de los antibióticos 
utilizados en el tratamiento de la tularemia existentes, los aminoglucósidos han 
mostrado una alta eficacia terapéutica bactericida frente a Francisella tularensis 
tipo A y B, así como unos mejores resultados y bajas tasas de recidiva 11,15,147. 
Concretamente la estreptomicina ha sido considerada durante mucho tiempo 
como el fármaco de primera elección en pacientes graves, aunque en el 
momento actual viene siendo sustituido por la gentamicina 3,15.   
Los problemas que presentan los aminoglucósidos están relacionados 
con su imposibilidad para ser administrados por otra vía que no sea la 
parenteral, la toxicidad asociada y el hecho de que la estreptomicina no está 
disponible en muchos países 11,147. 
Tetraciclinas y fluoroquinolonas también se utilizan para el tratamiento 
de la tularemia en humanos aunque su uso es más frecuente en casos de 
enfermedad leve o moderada sobre todo en Europa, deberán administrarse 
durante al menos dos semanas, pero permiten su administración por vía oral 
facilitando el tratamiento a nivel domiciliario 3,11,15,147. Dentro de los 
inconvenientes de las fluoroquinolonas está la contraindicación en el embarazo 
ya que potencialmente pueden inducir malformaciones fetales 11,15,147.  
 
 
8. Profilaxis 
Las medidas que se emplean para prevenir el contagio de tularemia en 
humanos son variadas y no siempre igualmente efectivas. Siendo obvio que la 
mejor prevención será siempre evitar la exposición a las bacterias 3. 
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Profilaxis de exposición 
Dentro de las protecciones que se pueden llevar a cabo para evitar la 
exposición a Francisella tularensis se encuentran: 
- Restringir el contacto con los reservorios, en función de cuales sean los 
animales que puedan actuar como vector de transmisión de la 
enfermedad en cada área endémica 15. 
- Evitar desollar o preparar animales salvajes sin el uso de guantes, a los 
que se añadirá el uso de mascarilla y protección ocular en el caso de 
manipulación de animales muertos de origen desconocido 3. 
- Cocinar adecuadamente la carne de caza antes de su consumo y evitar 
usar agua de pozos que puedan estar contaminados por heces o 
cadáveres de animales 3. 
- Respecto a las garrapatas y otros artrópodos, evitar las picaduras con el 
uso de ropa que cubra la mayor parte del cuerpo y sea ajustada en la 
zona de los puños. En el caso de garrapatas adheridas será necesario 
eliminarlas rápidamente evitando aplastarlas 3. 
- Al no existir evidencias de contagio de humano a humano, no será 
necesario tener medidas de aislamiento especiales con los pacientes 
hospitalizados 3. 
- Aunque haber padecido la enfermedad confiere cierto estado de 
inmunidad, esta es solo parcial ya que pueden existir reinfecciones 1,11. 
 
En lo que respecta a la profilaxis antibiótica decir que es útil en aquellos 
casos en que existe una exposición probada a Francisella tularensis, la OMS 
reconoce su utilidad solo en caso de exposición accidental de personal de 
laboratorio 11,15. 
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Profilaxis de disposición 
Dentro de los métodos de bioprofilaxis el único que tiene relevancia es la 
vacuna. Se trata de una vacuna viva basada en una cepa atenuada de 
Francisella tularensis subsp. holarctica (LVS), puesto que la vacuna elaborada 
a partir de bacterias muertas es ineficaz 3,15. Dentro de las propiedades de la 
vacuna se pueden destacar: la inducción de inmunidad humoral y celular, ser 
eficaz frente a la enfermedad de tipo tifoídica y reducir la gravedad de la 
enfermedad de tipo ulceroglandular, aunque no llega a prevenirla 3. 
La vacuna viva atenuada se utilizó durante décadas como vacuna de la 
tularemia, especialmente por el personal de laboratorio. Pero en la actualidad 
su uso no es muy habitual al mostrar normalmente una baja eficacia 3,15. 
Nuevas vacunas están siendo desarrolladas, pero todavía no están listas para 
ser empleadas en humanos 3,148,149.  
La inclusión de Francisella tularensis en la lista del gobierno 
estadounidense de “Biological Select Agents or Toxins” (BSATs), debido a su 
posible utilización como arma biológica en un ataque terrorista ha provocado 
que el interés por desarrollar esta vacuna haya aumentado durante los últimos 
años 31,150,151.  
La baja dosis de bacterias necesaria para el contagio por vía respiratoria 
hace que los estudios que se están llevando a cabo en materia de bioseguridad 
y profilaxis de la tularemia no se centren exclusivamente en el desarrollo de 
vacunas, sino que exista interés por desarrollar técnicas diagnósticas más 
rápidas y completas que permitan identificar diversos agentes al mismo tiempo  
o modelos de actuación después de la exposición a Francisella tularensis 152–
154. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OBJETIVOS
 
 
 
Objetivos 
 
 
59 
 
Dada la capacidad infectiva de Francisella tularensis, la gravedad de 
algunos de los cuadros clínicos que produce, la tendencia a producir brotes 
epidémicos de cierta envergadura, y su posible utilización como arma biológica, 
hace que en los últimos años haya aumentado de forma muy importante la 
investigación para encontrar nuevas formas de diagnóstico más rápidas y 
seguras. En este contexto, y consecuencia de los brotes epidémicos de 
tularemia acaecidos en España, y en particular en Castilla y León, nos hemos 
planteado como objetivo general de esta tesis doctoral el desarrollo de una 
técnica de ELISA para el diagnóstico de la tularemia humana y el estudio de la 
utilidad de las técnicas ELISA y de quimioluminiscencia para el diagnóstico de 
la tularemia humana.  Como objetivos específicos nos hemos planteado: 
 
1. Obtención del antígeno lipopolisacárido de Francisella tularensis para la 
estandarización de técnicas de ELISA IgM e IgG que permitan el 
diagnóstico de la tularemia humana. 
 
2. Conocer la utilidad de las pruebas de ELISA y quimioluminiscencia en el 
diagnóstico de tularemia humana a través del estudio de sensibilidad, 
especificidad y las razones de probabilidad positiva y negativa (likelihood 
ratio + y -). 
 
3. Estudiar la utilidad de las pruebas de ELISA y quimioluminiscencia 
comparándolas con la técnica de referencia en el diagnóstico de la 
enfermedad, concretamente la microaglutinación en placa.  
 
4. Evaluar el comportamiento de las pruebas de ELISA y 
quimioluminiscencia frente a una batería de 773 sueros de pacientes con 
diferentes formas clínicas de tularemia y con diferentes patologías que 
podrían dar lugar a falsos positivos en las pruebas sometidas a 
evaluación. 
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Dentro del apartado de material de esta tesis vamos a diferenciar por un 
lado el material clínico que se ha utilizado en el estudio, es decir, los diferentes 
sueros que se han analizado, y por otro lado los métodos empleados 
incluyendo los antígenos microbianos en cada una de las técnicas utilizadas, 
así como la estandarización y la ejecución de cada una de las técnicas. 
1. Material clínico 
El material clínico utilizado se compone de 773 sueros obtenidos de 
diferentes grupos de pacientes.   
Dichos sueros forman parte de la colección de sueros existente en el 
Laboratorio Regional de Referencia en Brucelosis de la Universidad de 
Valladolid. Dado que el estudio se ha realizado sobre técnicas que permiten el 
diagnóstico de tularemia en humanos, los sueros seleccionados proceden del 
brote acaecido en 1997 y 1998 en la región de Castilla y León. Para garantizar 
la homogeneidad en el estudio el resto de los sueros correspondieron a 
pacientes de la misma región y fueron obtenidos en el mismo periodo de 
tiempo. Todas las muestras se mantuvieron congeladas a -40ºC hasta el 
momento de su utilización en el estudio.  
Los 773 sueros se clasificaron en cuatro grupos en función de la 
patología de base que presentaran los pacientes, quedando divididos de la 
siguiente forma:  
- Sueros de pacientes con tularemia como grupo control positivo. 
- Sueros de pacientes con sospecha de tularemia no confirmada 
posteriormente. 
- Sueros del grupo control negativo. 
- Sueros de pacientes con otras enfermedades, como grupos control de 
especificidad: 
o Sueros de pacientes con brucelosis. 
o Sueros de pacientes con otras infecciones. 
o Sueros de pacientes con enfermedades autoinmunes. 
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1.1. Sueros de pacientes con tularemia 
Para definir el diagnóstico clínico de tularemia se emplearon los criterios 
establecidos por el Centro para el Control y Prevención de Enfermedades del 
Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos (CDC) 
mencionados anteriormente 135. 
Este primer grupo está formado por 364 muestras de suero procedentes 
de 364 pacientes en los que la tularemia fue diagnosticada y confirmada 
durante el brote ocurrido en Castilla y León (concretamente en las provincias 
de Palencia, Valladolid y Zamora) durante los años 1997 y 1998.  
En todos los casos estos sueros fueron obtenidos en el momento en que 
los pacientes acudieron para una primera consulta, en la cual ya existía una 
sospecha de la enfermedad que posteriormente sería confirmada por los 
métodos diagnósticos anteriormente mencionados. Concretamente, en 7 de los 
casos se aisló Francisella tularensis (en dos muestras de exudado de úlceras y 
en cinco hemocultivos), y el resto de los casos se confirmaron mediante 
técnicas indirectas de microaglutinación, bien sea a través de seroconversión 
en los casos que fueron negativos en el primer análisis, o mediante un aumento 
de al menos 4 veces en el título de microaglutinación frente a Francisella 
tularensis en un nuevo suero extraído del paciente al menos 7 días más tarde 
de la primera extracción. 
1.2. Sueros de pacientes con sospecha de tularemia no confirmada 
Para conformar el segundo grupo de estudio se han seleccionado 100 
sueros de pacientes que, a pesar de acudir a la consulta con clínica 
sospechosa de tularemia, la enfermedad no fue confirmada posteriormente. 
Para aportar solidez al estudio dichos sueros fueron obtenidos de las mismas 
áreas del brote epidémico de tularemia y durante el mismo período de tiempo 
en el que se desarrolló dicho brote.  
Los criterios establecidos que nos permiten considerar a un paciente 
como sospechoso de padecer tularemia son: que el cuadro clínico que 
presenta sea compatible con cualquiera de las formas clínicas en que se 
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desarrolla la enfermedad, y un antecedente epidemiológico, esto es, 
procedentes de una de las áreas con brote epidémico de tularemia por residir 
en ella o por haber viajado a estas zonas en época epidémica. 
1.3. Sueros del grupo control negativo 
Para poder calcular la especificidad de las pruebas diagnósticas 
utilizamos un tercer grupo de sueros de personas sanas que nos sirviera de 
control negativo. Para ello se han seleccionado aleatoriamente las muestras de 
suero de 152 sujetos sanos procedentes de un conjunto de 4825 sueros 
obtenidos para la realización de un estudio seroepidemiológico sobre diferentes 
zoonosis llevado a cabo en la comunidad autónoma de Castilla y León entre los 
meses de abril de 1996 y abril de 1997. Las muestras de suero se tomaron en 
centros públicos de extracción de sangre de la Red de Atención Primaria y 
fueron estratificadas por provincias y área de salud 122,155,156.   
Todos los sueros utilizados en el estudio procedían de personas sanas, 
sin ninguna sintomatología ni sospecha de enfermedad infecciosa, incluida 
infección por Francisella tularensis.  Además, los sueros utilizados procedían 
de personas que vivían en las mismas áreas donde se produjeron los brotes de 
tularemia de los años 1997 y 1998. 
1.4. Sueros de pacientes con otras enfermedades 
El cuarto grupo de estudio está formado por pacientes con un 
diagnóstico confirmado de enfermedades diferentes a la tularemia, 
permitiéndonos estudiar las posibles reacciones cruzadas o falsos positivos 
que pudieran aparecer con las técnicas utilizadas. 
Para estudiar estas posibles reacciones cruzadas se han seleccionado: 
- Sueros de pacientes afectados por brucelosis.  
- Sueros de sujetos que padecían otras infecciones. 
- Sueros de pacientes con enfermedades autoinmunes. 
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a) Sueros de pacientes con brucelosis 
Se seleccionaron 97 sueros de pacientes con brucelosis confirmada; de 
los que 66 sueros corresponden a procesos de brucelosis aguda, 4 sueros de 
pacientes que presentaron una recurrencia de la enfermedad después de haber 
sido tratada anteriormente y 27 sueros pertenecen a pacientes que contrajeron 
la brucelosis en los 24 meses anteriores a la obtención del suero pero que en el 
momento de la misma se encontraban totalmente curados de la enfermedad. 
Los criterios utilizados para la selección de los pacientes con brucelosis 
son los recogidos por el CDC y la OMS 157,158. Según estos organismos, la 
brucelosis se define como: “enfermedad infecciosa producida por bacterias de 
la familia Brucella spp. y caracterizada por la aparición de manera aguda o 
insidiosa de fiebre y una o más de las siguientes manifestaciones: sudores 
nocturnos, cansancio, anorexia, mialgia, pérdida de peso, cefalea, dolor de 
articulaciones, artritis/espondilitis, meningitis, o afectación de órganos focales 
(endocarditis, orquitis/epididimitis, hepatomegalia, esplenomegalia)”. 
Desde la última actualización realizada en el año 2010 por el CDC, los 
criterios de laboratorio que deben cumplirse para su diagnóstico son 158: 
• Criterios de sospecha: títulos de anticuerpos de Brucella total ≥ 160 
realizando la prueba de seroaglutinación en tubo (SAT) o 
microaglutinación en placa (BMAT) en uno o más sueros obtenidos 
después del comienzo de los síntomas. 
También se pueden considerar como caso probable de brucelosis 
aquellas muestras en las que se produzca detección de ADN de Brucella 
spp. mediante PCR. 
 
• Criterios definitivos: a través del cultivo e identificación de Brucella spp. 
en muestra clínica; o mediante pruebas indirectas, demostrando 
evidencia de un aumento de al menos 4 veces el título de anticuerpos de 
Brucella en los sueros obtenidos entre la fase aguda de la enfermedad y 
la fase de convalecencia (con dos o más semanas de separación entre 
ambos). 
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Siguiendo estos criterios se llegará a la confirmación del caso, siempre y 
cuando el paciente tenga una clínica compatible con la enfermedad y existan 
pruebas de laboratorio definitivas que confirmen la infección por Brucella. 
Todos los sueros incluidos en nuestro estudio cumplían los criterios de 
confirmación de sufrir una brucelosis o de haberla sufrido con anterioridad. 
 Aunque no se han incluido en nuestro trabajo, el CDC define como caso 
clínico probable cuando sean compatibles con al menos uno de los siguientes 
criterios: 
o Asociación epidemiológica con casos humanos confirmados o de 
brucelosis animal. 
 
o Sospecha de evidencias de laboratorio, pero sin una confirmación 
definitiva de infección por Brucella. 
 
b) Sueros de pacientes con enfermedades autoinmunes 
En lo que respecta al grupo de pacientes con enfermedades 
autoinmunes se han estudiado: artritis reumatoide (7 sueros), lupus eritematoso 
sistémico (6 sueros), hepatitis autoinmune (3 sueros), cirrosis biliar primaria (3 
sueros), gastritis atrófica (4 sueros), síndrome de Sjögren (4 sueros), 
esclerodermia (2 sueros), vasculitis asociada a ANCA (anticuerpos 
anticitoplasma de neutrófilos) (1 suero). 
 
c) Sueros de pacientes con otras infecciones 
También se estudiaron 30 sueros de pacientes con otras infecciones 
confirmadas, de los cuales 6 sueros son de paciente con gastroenteritis por 
Salmonella spp., 2 sueros de pacientes con fiebre tifoidea, 7 sueros de 
paciente con Helicobacter pylori y 15 sueros de pacientes con toxoplasmosis. 
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2. Métodos 
2.1. Obtención de los antígenos microbianos 
Los antígenos utilizados en las diferentes pruebas fueron: 
• Antígeno corpuscular: utilizado en la técnica de microaglutinación y 
como base para la obtención de antígeno lipopolisacárido. 
• Antígeno lipopolisacárido: utilizado en las pruebas de 
enzimoinmunoensayo y en las de quimioluminiscencia. 
 
  Salvo en el caso de la técnica de quimioluminiscencia, el resto de las 
pruebas fueron realizadas en el laboratorio, obteniendo y purificando los 
antígenos de Francisella tularensis en el mismo laboratorio. La prueba 
serológica de quimioluminiscencia era comercial (“Tularemia VirClia® IgG+IgM 
monotest“; Vircell, Santa Fe, Granada, España), utilizando para su desarrollo 
antígeno LPS producido en nuestro laboratorio. 
Para la ejecución de la prueba, en todo momento se siguieron las 
indicaciones del fabricante para la correcta utilización de las pruebas de 
quimioluminiscencia. 
 
a) Preparación de la suspensión madre de Francisella tularensis 
Todo el antígeno utilizado en las diferentes pruebas se obtuvo a partir de 
una suspensión madre de Francisella tularensis subsp. holarctica LVS. 
La suspensión madre se obtuvo a partir del cultivo de las bacterias en 
medio líquido Müeller-Hinton suplementado con cisteína (Merck, Darmstand, 
Alemania), concretamente 1 gr/l, y un vial de Isovitalex (Difco laboratories, 
Detroit, Michigan, USA). La cepa empleada fue Francisella tularensis subsp. 
holarctica LVS, ref. NCTC 10857. Todo el procedimiento de inoculación y 
cultivo se realizó en campana de flujo laminar dentro del laboratorio de 
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seguridad biológica nivel 3. Se incubaron 10 matraces de 5 litros durante tres 
días a 37ºC con un 10% de CO2 y con agitación constante (200 r.p.m.) en 
incubador agitador orbital.  
La pureza del cultivo se comprobó mediante resiembra en placas de 
agar chocolate con polivitex (BioMerieux, Marcy l’Etoile, Francia) que se 
incubaron durante 4 días a 37ºC con un 10% de CO2.  
Tras conocer la pureza de nuestro cultivo, se llevó a cabo la muerte de 
las bacterias de Francisella tularensis. La suspensión madre de Francisella 
tularensis se dividió en dos partes. La parte utilizada para la producción de 
antígeno corpuscular fue tratada con formol al 0,5% (concentración final) e 
incubada durante 3 días a 37ºC. 
La parte utilizada para la obtención del lipopolisacárido se trató con fenol 
al 0,5% durante 2 días a 37ºC. 
En ambos casos, posteriormente realizamos un control de su esterilidad 
(resiembra en placas de agar chocolate con polivitex e incubación durante 3 
días a 37ºC con un 10% de CO2), comprobando la ausencia de crecimiento.  
Una vez asegurada la esterilidad se centrifugó la solución madre de 
Francisella tularensis a 8000 r.p.m. a una temperatura de 4ºC durante 10 
minutos. Tras eliminar el medio de cultivo sobrenadante y realizar 3 lavados 
con solución salina fisiológica en las mismas condiciones, se recogió el 
sedimento de Francisella tularensis. 
 
b) Preparación y estandarización del antígeno corpuscular para 
microaglutinación 
Para llevar a cabo la microaglutinación en placa se procedió a 
resuspender una parte del sedimento en 100 ml de solución salina fisiológica 
con formol al 0,5% hasta ajustar la densidad celular de la preparación al 
número 4 en la escala de McFarland, siguiendo la técnica de Brown et al. que 
nos permite la estandarización del proceso 159,160. 
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Una vez resuspendido el antígeno se centrifugó a 9 000 r.p.m. durante 
10 minutos y, tras eliminar el sobrenadante, lo resuspendimos en solución 
salina fisiológica con formol al 0,5% y safranina-O al 0,005% hasta volver a 
obtener el volumen original. El antígeno corpuscular ya teñido se almacenó en 
frascos opacos a 4ºC. 
Finalmente, para comprobar que la estandarización que se ha realizado 
del proceso es la adecuada, el antígeno fue ensayado con un panel de 20 
sueros control positivo procedentes de pacientes con tularemia y 20 sueros 
control negativo. 
 
c) Obtención del antígeno lipopolisacárido 
En el caso de las técnicas de ELISA y quimioluminiscencia se utilizó 
como antígeno el LPS. Para su obtención se partió de la suspensión madre de 
Francisella tularensis muerta con fenol. Seguimos el método del fenol caliente 
descrito por Westphal y Jann para enterobacterias 161,162, modificado por 
Sandström et al. para Francisella tularensis 163. 
Una vez muertas las bacterias mediante tratamiento con 0,5% de fenol, 
se procedió a realizar 3 ciclos de lavado con agua destilada, centrifugándolo a 
9 000 r.p.m. a una temperatura de 4º C durante 15 minutos y eliminando el 
sobrenadante.  
El sedimento obtenido de los lavados se resuspendió en agua destilada 
con una proporción aproximada de 5 gr de bacterias por cada 200 ml de agua 
destilada. El matraz con la suspensión se introdujo en un baño maría a 66ºC y 
se añadió un volumen igual de fenol al 100% fundido en el baño maría también 
a 66ºC. La suspensión resultante fue sometida a agitación violenta con agitador 
de hélice durante 15 minutos. Todo este proceso se realizó dentro del baño 
maría a temperatura constante de 66ºC. 
La suspensión de bacterias y fenol del baño maría fue enfriada por 
inmersión de los matraces en hielo picado. Una vez fría se procedió a 
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centrifugarla a 13 000 r.p.m. durante 30 minutos a 4ºC. Tras la centrifugación 
se extrajeron la fase acuosa, la interfase y la fase fenólica resultantes, y cada 
tipo de fracción se volvió a centrifugar a 13 000 r.p.m. durante 30 minutos a 4ºC 
para recuperar el máximo de la fase acuosa. La fase acuosa se filtró para 
eliminar los restos celulares con papel de filtro. Posteriormente se procedió a la 
precipitación durante 24 horas con 4 volúmenes de metanol frio (-20ºC). El LPS 
crudo se obtuvo del precipitado por centrifugación a 13.000 r.p.m. durante 30 
minutos a 4ºC. El precipitado fue disuelto en agua destilada y posteriormente 
se dializó con 5 litros de agua destilada durante 5 días a 4ºC, con 4 cambios de 
agua destilada. 
El LPS purificado fue obtenido a partir del LPS crudo, tratándolo 3 veces 
con 0,1 mg ml -1 de RNasa A (Sigma-Aldrich) y 0,1 mg ml -1 de DNasa II type V 
(Sigma-Aldrich) a 37ºC durante 30 minutos, y posteriormente 3 veces con 1 mg 
ml -1 de Proteinasa K (Sigma-Aldrich) a 55ºC durante 3 horas. El LPS purificado 
se obtuvo por centrifugación (100 000 r.p.m. durante 6 horas) y después de un 
nuevo dializado, finalmente procedimos a su liofilización. 
 
 
2.2. Pruebas serológicas utilizadas 
a) Prueba de microaglutinación en placa 
 
- Material de la técnica de microaglutinación: 
 
1) Solución salina fisiológica al 0,9% (SSF). 
2) Antígeno: antígeno corpuscular de Francisella tularensis teñido con 
safranina. 
3) Soporte de la reacción: placas de microtitulación con 96 pocillos de 
fondo en U estériles (Greiner, Kremsmünster, Austria). 
4) Sueros de pacientes a estudio. 
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- Realización de la técnica: 
Se dispensaron 45 μl de SSF en el primer pocillo de la placa y 25 μl en 
el resto de los pocillos, a continuación se añadieron 5 μl  de suero problema o 
control en el primer pocillo mezclándolo con la SSF obteniendo una dilución del 
suero 1/10. Se tomaron 25 μl de dicho pocillo y a continuación se introdujeron 
en el siguiente pocillo (dilución 1/20). Se repitió el proceso hasta completar 10 
diluciones, del último pocillo se tomaron 25 μl que se desecharon. Se añadieron 
25 μl de la solución de antígeno teñido con safranina en cada pocillo, con lo 
que la primera dilución pasa a ser de 1/20, duplicándose exponencialmente la 
dilución según se avanza hasta llegar a 1/10 240 en el décimo pocillo. El último 
pocillo de cada fila (pocillo 12) se utilizó como control de antígeno (conteniendo 
25 μl de SSF y 25 μl de antígeno). Se taparon las placas y se agitaron 20 
segundos en agitador. Se incubaron 24 horas a 37ºC, tras lo cual se hizo la 
lectura de la reacción. 
Clasificamos como positivos aquellos pocillos en los que se encontró 
una malla de más del 50% de la superficie del pocillo. Siendo considerado 
como negativo cuando no se cumplía este criterio. 
 
 
b) Prueba de ELISA frente a lipopolisacárido de Francisella 
tularensis (ELISA IgG y ELISA IgM) 
 
- Material de la técnica de ELISA: 
 
1) Antígeno: se utilizó el lipopolisacárido purificado (LPS) de Francisella 
tularensis conservado liofilizado a temperatura ambiente. 
2) Soporte de la reacción: microplacas de poliestireno de 96 pocillos con 
fondo plano (Bioreba F ELISA). 
3) Tampón carbonato-bicarbonato (pH 9,6). 
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4) PBS (tampón fosfato salino): por cada tableta de PBS (Oxoid, 
Basingstoke, Reino Unido) se añadieron 100 ml de agua destilada, 
disolviéndose mediante agitación a temperatura ambiente. Se conservó 
en frigorífico a una temperatura entre 2 y 8ºC. 
5)  PBS-Tween 20: se preparó diluyendo al 0,05% el Tween 20 (Merck, 
Darmstand, Alemania) en PBS mediante agitación. Se conservó a una 
temperatura entre 2 y 8ºC hasta su uso. Su preparación se realizó 
diariamente. 
6) PBS-T-BSA: se preparó una solución de Tween 20 al 0,05% en PBS y 
se añadió fracción V de seroalbúmina bovina (BSA) (Sigma, Taufkirchen, 
Alemania) hasta una concentración del 1%. Esta solución se disolvió 
mediante agitación a temperatura ambiente y se preparó diariamente. 
7) Conjugado anti-IgG humana: contiene inmunoglobulinas de conejo anti-
IgG humana (cadena gamma) conjugadas con peroxidasa de rábano 
picante (Sigma, Taufkirchen, Alemania). 
8) Conjugado anti-IgM humana: inmunoglobulinas de conejo anti-IgM 
humana (cadena mu) conjugadas con peroxidasa de rábano picante 
(Sigma, Taufkirchen, Alemania). 
Las diluciones de trabajo de cada conjugado se hicieron en PBS-T-BSA 
inmediatamente antes de su utilización. 
9) Solución de substrato: tetrametil-bencidina (TMB) ELISA substrato (Bio-
Rad, Hercules, CA, EE. UU.). 
10) Solución de parada: ácido sulfúrico 2,5N. 
11) Controles positivos y negativos y sueros de pacientes a estudio. 
 
- Estandarización de la técnica: 
Para la estandarización del revestimiento se utilizaron diferentes 
concentraciones de LPS (desde 50 μg/ml hasta 1,5 μg/ml) diluido en tampón 
carbonato-bicarbonato (pH 9,6) y se incubaron a 37ºC durante 1 hora. La 
estandarización de la prueba se llevó a cabo utilizando un panel de sueros 
control constituido por: 
   Material y Métodos 
 
 
74 
 
o Sueros control positivo fuerte: 10 sueros de pacientes diagnosticados 
de tularemia con títulos de anticuerpos elevados, detectados 
mediante prueba comercial de aglutinación en tubo (Difco). Los 
sueros presentaban un título ≥ 1/640. 
o Sueros control positivo medio: 10 sueros de pacientes 
diagnosticados de tularemia con unos títulos de seroaglutinación 
entre 1/160 y 1/640. 
o Sueros control negativo: 25 sueros de donantes sanos con 
resultados negativos en las pruebas de seroaglutinación frente a 
Francisella tularensis y sin antecedentes de tularemia. 
Para llevar a cabo el revestimiento de las placas dispensamos 100 μl de 
la solución madre a la concentración indicada en cada pocillo e incubamos 
durante 1 hora a 37ºC. Con el antígeno ya fijado se lavaron las placas cuatro 
veces con PBS Tween 20, para seguidamente bloquearlas con 100 μl de PBS-
T-BSA durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación, se realizó un 
nuevo ciclo de cuatro lavados con PBS-Tween 20.  
 
- Realización de la técnica: 
Una vez estandarizadas las condiciones necesarias para el 
revestimiento de las placas, procedimos a realizar las técnicas de ELISA 
siguiendo los procedimientos descritos por Porsch-Özcürümez et al. 164, con 
ligeras modificaciones.  
A cada pocillo se añadieron 100 μl de suero diluido 1/200 en PBS-T-BSA 
y se incubaron durante 1 hora a 37ºC. Transcurrida la incubación las placas se 
volvieron a lavar con cuatro ciclos de PBS-Tween 20.  
Se prepararon los conjugados anti-IgG y anti-IgM humanas según las 
instrucciones, se añadieron a razón de 100 μl por pocillo y se incubaron 
durante una hora a 37ºC. Terminamos esta fase del proceso lavando 
nuevamente con cuatro ciclos de PBS-Tween 20. 
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Para revelar se añadieron 50 μl de TMB a cada pocillo y las placas se 
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. 
Posteriormente se detuvo la reacción con 50 μl de ácido sulfúrico 2,5N. Para 
finalizar, las absorbancias de las placas se leyeron en un espectrofotómetro a 
una longitud de onda de 405 nm.  
Las condiciones de concentración de antígeno LPS que se utilizaron 
para revestir las placas en los ensayos definitivos fueron aquellas que mayor 
discriminación producían entre los sueros control positivo y negativo en la 
estandarización. Esta discriminación se obtuvo con concentraciones de 12,5 
μg/ml para la prueba de ELISA IgG y 25 μg/ml para la prueba de ELISA IgM. 
Una vez conocida la concentración óptima para la realización de las 
pruebas, se revistieron las placas con 12,5µ/ml de LPS para las pruebas de 
ELISA IgG y de 25 μg/ml para la prueba de ELISA IgM. 
Para establecer el umbral de positividad de la prueba se utilizaron en 
cada placa los resultados del grupo de 10 sueros control negativo incluidos en 
cada una de las placas, tomándose como referencia la media más tres 
desviaciones (media + 3ds) de los valores de absorbancia obtenidos. 
Concretamente en nuestro caso el valor umbral de positividad fue de 0,3516 
para ELISA IgG y 0,3380 para ELISA IgM. 
 
 
c) Prueba de quimioluminiscencia frente a lipopolisacárido de F. 
tularensis (Tularemia Virclia® IgG+IgM monotest) 
La quimioluminiscencia (CHT) es un tipo de luminiscencia (emisión de 
luz visible generada cuando un electrón pasa de estado excitado a su estado 
habitual, sin necesidad de un aumento de temperatura), concretamente aquella 
en la que la emisión de luz se debe a una reacción química 165,166. Dicha 
reacción no usa ninguna fuente de luz y puede ser medida con un luminómetro 
167. 
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Figura 8: Oxidación del luminol para la emisión de luz (Imagen tomada de Vircell S.L.) 
 
 
Durante los últimos años se ha popularizado el uso de esta técnica 
debido principalmente a la alta sensibilidad que presenta y a la sencillez del 
equipamiento necesario para su uso 167–169. Para nuestro estudio hemos 
utilizado el equipo de “Tularemia Virclia® IgG+IgM monotest” (Vircell S.L., 
Santa Fe, Granada).  
 
 
Figura 9: Virclia® IgG+IgM monotest                    Figura 10: Virclia® System 
    (Imagen tomada de Vircell S.L.)                                            (Imagen tomada de Vircell S.L.) 
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Dicho sistema funciona mediante el método de quimioluminiscencia 
indirecta con la peroxidasa como marcador, el luminol como sustrato e iones de 
hierro como potenciadores de la reacción. 
 
  
           
          Figura 11: Modelo ensayo IgG       Figura 12: Modelo ensayo IgM  
          (Imagen tomada de Vircell S.L.)        (Imagen tomada de Vircell S.L.)  
 
 
- Material de la técnica de quimioluminiscencia: 
 
1) Tularemia Virclia® IgG+IgM monotest (Vircell S.L., Santa Fe, Granada) 
Adicionalmente se requiere de un equipo Virclia® System (Vircell S.L., 
Santa Fe, Granada) para la lectura e interpretación de la prueba. 
 
 
- Realización de la técnica: 
La técnica de quimioluminiscencia es automática y la lectura, validación 
e interpretación de los resultados se establece en cada muestra de manera 
individual siguiendo las instrucciones del equipo.  El equipo establece un valor 
de RLU individualizado para cada muestra, que en comparación con los valores 
del calibrador y control negativo ofrece el resultado final de positivo, negativo o 
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dudoso. El resultado es positivo cuando los valores de Index son superiores a 
1000, estableciéndose una zona gris de ±10% para aquellos resultados que 
son dudosos. 
 
2.3. Análisis estadístico 
 
- Los datos se analizaron con la ayuda de los programas SPSS 24 y EPIDAT 
3.1. 
 
- Se estudió la utilidad diagnóstica de las pruebas de microaglutinación en 
placa, ELISA IgG, ELISA IgM y “Tularemia Virclia® IgG+IgM monotest” en 
los 773 sueros estudiados. Se calculó la sensibilidad, la especificidad el 
valor predictivo y el likelihood ratio (LR) para los resultados positivos y 
negativos en cada estudio. Todas estas pruebas se calcularon con 
intervalos de confianza al 95%. 
 
- Los resultados de sensibilidad y especificidad obtenidos para los diferentes 
puntos de corte con “Tularemia Virclia® IgG+IgM monotest”, 
microaglutinación en placa, ELISA IgG y ELISA IgM se representaron 
gráficamente mediante una Curva de Rendimiento Diagnóstico (CRD, 
Receive Characteristic Curve o Curva COR) calculándose además el área 
bajo la curva con su correspondiente intervalo de confianza. 
 
- El likelihood ratio (LR) del resultado positivo es la razón entre la 
probabilidad de observar un resultado positivo en los pacientes con la 
enfermedad frente a la probabilidad de ese resultado en pacientes sin la 
enfermedad, o lo que es lo mismo la tasa de verdaderos positivos 
(Sensibilidad) entre la tasa de falsos positivos (1-Especificidad) para 
conocer el likelihood ratio positivo, y la tasa de falsos negativos (1-
Sensibilidad) entre la tasa de verdaderos negativos (Especificidad) para el 
likelihood ratio negativo. Valores de LR positivos por encima de 10 se 
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consideran altamente relevantes. El likelihood ratio del resultado negativo 
es similar solo que compara resultados negativos en pacientes sin la 
enfermedad frente a pacientes con la enfermedad. Valores de LR negativos 
por debajo de 0,1 se consideran altamente relevantes. 
 
- Finalmente se comprobó la concordancia entre pruebas mediante el índice 
Kappa de Cohen, un instrumento creado para ajustar el efecto del azar en la 
proporción de la concordancia observada en variables categóricas. Esto se 
obtiene al enfrentar la proporción de concordancia observada a la 
proporción de concordancia esperada por azar. Los resultados obtenidos se 
interpretarán como una ínfima concordancia para valores entre 0 y 0,20, 
escasa concordancia para valores entre 0,20 y 0,40, moderada 
concordancia para valores entre 0,40 y 0,60, buena concordancia para 
valores entre 0,60 y 0,80, y muy buena concordancia para valores entre 
0,80 y 1,00.   
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1. Estudio descriptivo 
Se ha analizado un total de 773 sueros, de los cuales 364 sueros 
pertenecen a pacientes diagnosticados de tularemia, 152 sueros son de 
personas sanas procedentes de las áreas afectadas de tularemia y constituyen 
el grupo control negativo, 100 sueros son de pacientes con sospecha de 
tularemia en los que no se confirmó el diagnóstico de la enfermedad. Un cuarto 
grupo corresponde a pacientes con diagnóstico de otras enfermedades que se 
han utilizado para estudiar las reacciones cruzadas de las pruebas serológicas 
frente a Francisella con otros procesos patológicos, concretamente se trata de 
97 sueros de pacientes con diagnóstico de brucelosis aguda, 30 sueros de 
pacientes con diagnóstico de otras enfermedades infecciosas (gastroenteritis 
por Salmonella spp., fiebre tifoidea, Helicobacter pylori y toxoplasmosis) y 30 
sueros de pacientes con diagnóstico de enfermedades autoinmunes (artritis 
reumatoide, lupus eritematoso diseminado, hepatitis autoinmune, cirrosis biliar 
primaria, gastritis atrófica, síndrome de Sjögren, esclerodermia y vasculitis 
asociada a ANCA) (tabla 4). 
 
 
Tabla 4: Distribución de los 773 pacientes incluidos en el estudio 
 
Pacientes con tularemia  364 
 Tularemia glandular 47 
 Tularemia neumónica 28 
 Tularemia oculoglandular 5 
 Tularemia orofaríngea 12 
 Tularemia tifoídica 211 
 Tularemia ulceroglandular 55 
 Forma clínica no especificada 6 
 
 
Pacientes con sospecha de tularemia no confirmada 100 
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Grupo control negativo 152 
 
Pacientes con otras infecciones 127 
 Brucelosis aguda 97 
 Gastroenteritis por Salmonella spp. 6 
 Fiebre tifoidea 2 
 Helicobacter pylori 7 
 Toxoplasma gondii 15 
Enfermedades autoinmunes 30 
 Artritis reumatoide 7 
 Lupus eritematoso diseminado 6 
 Hepatitis autoinmune 3 
 Cirrosis biliar primaria 3 
 Gastritis atrófica 4 
 Síndrome de Sjögren 4 
 Escleroderma 2 
 Vasculitis asociada a ANCA 1 
   
 
 
De los 364 pacientes con tularemia, 76 (20,8%) fueron mujeres y 288 
(79,2%) fueron hombres, con un rango de edad comprendido entre 7 y 80 años, 
y una edad media de 52,9 ± 14,5 años en el caso de las mujeres y de 51,9 ± 
15,6 años en los hombres (figura 13).  
Los sujetos pertenecientes al grupo control negativo (152 sueros) 
presentaron una edad media fue de 50,0 ± 14,0 años, 49,0 ± 14,3 años en los 
hombres y 52,0 ± 13,0 años en las mujeres; datos similares a los de los 
pacientes con tularemia. 
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Figura 13: Número de casos de tularemia en función del sexo y la edad 
 
 
En ambos grupos el grueso de los casos diagnosticados se concentra a 
partir de los 40 años. En el caso de los hombres, la gráfica adquiere un 
carácter regresivo a partir de la edad de jubilación relacionándolo directamente 
con las características de contagio de la enfermedad (con la excepción del 
número de casos en sujetos de 70 años), mientras que, en caso de las 
mujeres, el número de casos no marca un patrón definido pues en general se 
vieron afectadas amas de casa de cualquier edad. 
De los 364 pacientes con tularemia, 211 casos (57,96%) presentaron 
tularemia tifoídica, siendo ésta la forma clínica más frecuente, seguida por las 
formas ulceroglandular con 55 casos (15,10%), glandular (47 casos, 12,91%) y 
neumónica (28 casos, 7,7%). 
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Viendo la distribución de las formas clínicas por sexo (figura 14), 
observamos que la forma clínica tifoídica es también la más frecuente en 
ambos sexos con 168 casos (58,33%) en los hombres y 43 casos (56,58%) en 
las mujeres. Los casos de tularemia oculoglandular solamente tuvieron lugar 
entre sujetos de la población masculina; el resto de las formas clínicas se 
distribuyeron de forma similar entre ambos grupos. 
 
 
 
 
Figura 14: Distribución de las formas clínicas por sexo 
 
58,33
12,5
7,29
16,32
2,78
1,74 1,04
Distribución en hombres
Tifoídica Ganglionar Neumónica Ulceroganglionar
Orofaríngea Oculoganglionar No especificada
56,58
14,47
9,21
10,53
5,26 3,95
Distribución en mujeres
Tifoídica Ganglionar Neumónica Ulceroganglionar
Orofaríngea Oculoganglionar No especificada
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2. Utilidad de las pruebas serológicas 
De los 364 sueros iniciales de pacientes con tularemia, 319 sueros 
(87,7%) mostraron resultados positivos en todas las pruebas a las que fueron 
sometidos, 18 sueros (4,9%) fueron negativos en todas las pruebas y 45 
(12,4%) mostraron resultados negativos en uno o más estudios.  Analizando de 
forma individual cada prueba, la quimioluminiscencia resultó ser el único test 
positivo en 2 casos, la microaglutinación lo fue en 1 caso y las pruebas de 
ELISA lo fueron en 3 ocasiones. Todos los test negativos en la muestra inicial 
fueron positivos en las muestras tomadas a los mismos pacientes entre 10 y 20 
días después, confirmando el diagnóstico de tularemia por seroconversión. 
La tabla 5 muestra un resumen de los resultados de cada prueba en 
cada grupo de pacientes y controles. 
 
 
Tabla 5: Número de sueros positivos/negativos en cada grupo por pruebas y sensibilidad 
 
 
Test 
Tularemia 
confirmada 
Control 
negativo 
Sospecha 
tularemia 
Brucelosis 
Enfermedades 
autoinmunes 
Otras 
infecciones 
 (364 casos) (152 casos) (100 casos) (97 casos) (30 casos) (30 casos) 
CHT 334/30 
(91,80%) 
5/147  
(3,29%) 
5/95 
(5%) 
15/82 
(15,46%) 
1/29 
(3,33%) 
1/29 
(3,33%) 
MAT  332/32 
(91,20%) 
0/152 
(0%) 
0/100 
(0%) 
13/84 
(13,40%) 
0/30 
(0%) 
0/30 
(0%) 
ELISA IgG 
 
328/36 
(90,10%) 
4/148 
(2,63%) 
8/92 
(8%) 
15/82 
(15,46%) 
1/29 
(3,33%) 
1/29 
(3,33%) 
ELISA IgM 328/36 
(90,10%) 
4/148 
(2,63%) 
4/96 
(4%) 
12/85 
(12,37%) 
1/29 
(3,33%) 
1/29 
(3,33%) 
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En la figura 15 y en la tabla 5 se observa cómo se distribuyen los 
resultados de cada prueba en los sueros de los pacientes con tularemia, 
diferenciando resultados positivos y negativos. En la gráfica de 
microaglutinación se han excluido 275 valores (correspondientes a positivos 
>1/80) para que se puedan apreciar mejor los falsos negativos. 
 
Figura 15: Distribución de resultados obtenidos con los sueros de los pacientes con tularemia por 
pruebas 
 
Estudiando la sensibilidad de cada una de las pruebas en cada una de 
las formas clínicas de tularemia encontramos que varía entre el 60% (tularemia 
oculoglandular) y el 100% (tularemia orofaríngea) en las formas clínicas con 
menor incidencia, y entre el 80,9% (tularemia ganglionar) y el 94,3% (tularemia 
tifoídica) en las de mayor incidencia. Sin embargo, no se observan diferencias 
significativas entre las sensibilidades obtenidas con las diferentes pruebas 
ensayadas dentro de cada forma clínica.  
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Por otra parte, la sensibilidad obtenida con cada prueba fue similar en 
todas las formas clínicas, no observándose diferencias significativas cuando se 
comparan los resultados obtenidos por cada prueba en las diferentes formas 
clínicas (Tabla 6). 
 
Tabla 6: Sensibilidad de las pruebas serológicas en función de la forma clínica de presentación 
Forma clínica 
Número (%) CHT 
No. (%) 
MAT 
No. (%) 
ELISA IgG 
No. (%) 
ELISA IgM 
No. (%) 
Tifoídica 
211 
(58%) 
199 
(94,3%) 
199 
(94,3%) 
194 
(91,9%) 
197 
(93,4%) 
Glandular 
47 
(12,9%) 
40 
(85,1%) 
39 
(83%) 
39 
(83%) 
38 
(80,9%) 
Ulceroglandular 
55 
(15,1%) 
49 
(89,1%) 
48 
(87,3%) 
49 
(89,1%) 
47 
(85,5%) 
Neumónica 
28 
(7,7%) 
26 
(92,9%) 
26 
(92,9%) 
25 
(89,3%) 
25 
(89,3%) 
Orofaríngea 
12 
(3,3%) 
11 
(91,7%) 
11 
(91,7%) 
12 
(100%) 
12 
(100%) 
Oculoglandular 
5 
(1,4%) 
4 
(80%) 
3 
(60%) 
3 
(60%) 
3 
(60%) 
No especificado 
6 
(1,6%) 
5 
(83,3%) 
6 
(100%) 
6 
(100%) 
6 
(100%) 
Total 
364  
(100,00) 
334 
(91,80) 
332 
(91,20) 
328 
(90,10 ) 
328 
(90,10) 
 
 
Del total de sueros iniciales de los pacientes con tularemia, 334 sueros 
fueron positivos en la prueba de quimioluminiscencia (sensibilidad 91,8%), 332 
(sensibilidad 91,2%) en microaglutinación y 328 (sensibilidad 90,1%) en ELISA 
IgG y en ELISA IgM.  (Tablas 6 y 7).  
Hemos estudiado la especificidad de las diferentes pruebas serológicas, 
considerando las 152 personas sanas (grupo control negativo) procedentes de 
las mismas áreas geográficas que los pacientes de tularemia, y encontramos 
que 5 sueros fueron positivos en quimioluminiscencia (especificidad 96,7%), 
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ningún suero fue positivo en microaglutinación (especificidad 100%) y 4 sueros 
fueron positivos en ELISA IgG y en ELISA IgM (especificidad 97,4%) (Figura 16 
y Tablas 5 y 7). 
Figura 16: Distribución de resultados obtenidos con los sueros de los pacientes del grupo control 
negativo por pruebas 
 
La prueba de microaglutinación presentó el mejor valor predictivo 
positivo (100%), seguida de las pruebas de ELISA IgG e IgM (98,8%) y 
quimioluminiscencia (98,2%). Por su parte, los mejores resultados para el valor 
predictivo negativo fueron los de la prueba de quimioluminiscencia (82,9%), 
seguido de la microaglutinación (82,6%) y ELISA IgG e IgM (80,4%) (Tabla 7). 
Los resultados del likelihood ratio positivo son altamente concluyentes 
(resultados mayores de 10 en todas las pruebas), así como los del likelihood 
ratio negativo (resultados menores de 0,10 en todas las pruebas) (Tabla 7).  
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Tabla 7: Sensibilidad, especificidad, valor predictivo y likelihood ratio de las pruebas diagnósticas en los 
364 sueros de pacientes con tularemia y en los 152 sueros del grupo control negativo. 
 
 
3. Eficiencia diagnóstica 
3.1. Eficiencia diagnóstica de la prueba de quimioluminiscencia 
El área bajo la curva (curva COR) en la prueba de quimioluminiscencia 
fue de 0,953 (IC: 95%, 0,935-0,971) (Figura 17 y Tabla 8). 
Los mejores resultados de sensibilidad (91,8%) y especificidad (96,2-
98,1%) se obtienen para valores de Index entre 1037,50 y 1092,50. (Tabla 9). 
Estos valores son similares a los obtenidos siguiendo las instrucciones de 
Virclia que establece como valor umbral de positividad un valor de Index de 
1000. 
 
 
Test CHT MAT ELISA IgG ELISA IgM 
Sensibilidad 
91,80% 
(88,8-94,7) 
91,20% 
(88,2-94,3) 
90,10% 
(86,9-93,3) 
90,10% 
(86,9-93,3) 
Especificidad 
96,70% 
(92,6-99,5) 
100% 
(99,7-100) 
97,40% 
(94,5-100) 
97,40% 
(94,5-100) 
VP positivo 
98,2 
(96,7-99,8) 
100 
(99,8-100) 
98,8 
(97,5-100) 
98,8 
(97,5-100) 
VP negativo 
82,9 
(77,1-88,8) 
82,6 
(76,9-88,4) 
80,4 
(74,4-86,4) 
80,4 
(74,4-86,4) 
LR positivo 
23,3 
(10,6-50,9) ∞ 
34,2 
(13,0-90,1) 
34,2 
(13,0-90,1) 
LR negativo 
0,09 
(0,06-0,12) 
0,09 
(0,06-0,12) 
0,1 
(0,07-0,14) 
0,1 
(0,07-0,14) 
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Tabla 9: Coordenadas de la curva   
Quimioluminiscencia 
Figura 17: Curva COR Quimioluminiscencia 
 
Tabla 8: Área bajo la curva Quimioluminiscencia 
  
 
3.2. Eficiencia diagnóstica de la prueba de microaglutinación en placa 
El área bajo la curva (curva COR) en la prueba de microaglutinación fue 
de 0,956 (IC: 95%, 0,939-0,974) (Tabla 10). La especificidad de la prueba 
siempre fue del 100%, pues en el grupo control negativo no se encontraron 
falsos positivos, razón por la que la curva la curva COR dibuja un modelo 
completamente recto (Figura 18). 
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Los mejores resultados de sensibilidad (91,2%) y especificidad (100%) 
se obtienen para una dilución teórica de 1/10 (Tabla 11). Estos valores de 
sensibilidad y especificidad a la dilución teórica de 1/10 coinciden con los 
valores obtenidos con la dilución 1/20 utilizada en nuestro estudio. 
 
Tabla 11: Coordenadas de la curva 
Microaglutinación 
 
Figura 18: Curva COR Microaglutinación 
 
Tabla 10: Área bajo la curva Microaglutinación 
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3.3. Eficiencia diagnóstica de las pruebas de ELISA IgG-IgM 
Los valores del área bajo la curva son iguales para ELISA IgG y ELISA 
IgM 0,970 (IC: 95%, 0,954-0,986) (Tablas 12 y 14), pero el patrón que dibujan 
sus respectivas curvas COR es diferente (Figuras 19 y 20).  
 
        Tabla 13: Coordenadas de la curva ELISA IgG  
 
Figura 19: Curva COR ELISA IgG 
 
 
Tabla 12: Área bajo la curva ELISA IgG 
            
 
En ELISA IgG los mejores resultados de sensibilidad (89,8 - 90,9%) y 
especificidad (97,4%) se obtienen para valores entre 0,303400 y 0,353350 
(Tabla 13).  
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Mientras que en ELISA IgM la mejor sensibilidad (89,8 – 90,7%) y 
especificidad (97,4%) corresponde a los valores entre 0,323900 y 0,340350 
(Tabla 15).  
Estos valores son similares a los que se habían calculado previamente 
utilizando como umbral de positividad la media + 3ds de un panel de 10 sueros 
negativos (0,3516 para ELISA IgG y 0,3380 para ELISA IgM). 
 
Tabla 15: Coordenadas de la curva ELISA IgM    
 
Figura 20: Curva COR ELISA IgM  
 
Tabla 14: Área bajo la curva ELISA IgM 
 
 
Resultados 
 
 
96 
 
4. Estudio de especificidad 
Analizando en su conjunto todos los sueros incluidos en el estudio de 
especificidad de las pruebas observamos que el porcentaje de positividades fue 
muy bajo en todos los casos (entre el 0% y el 8%) con la excepción de los 
sueros pacientes con brucelosis donde aumentaron hasta valores cercanos al 
15% (Tabla 16).  
 
 Tabla 16: Especificidad de los test diagnósticos en individuos sanos y sueros de pacientes con sospecha 
de tularemia no confirmada, brucelosis, enfermedades autoinmunes y otras enfermedades infecciosas  
 
4.1. Pacientes con sospecha de tularemia no confirmada y otras 
patologías 
En el grupo de pacientes con sospecha de tularemia no confirmada, 5 
muestras fueron positivas en la prueba de quimioluminiscencia (especificidad 
del 95%), ELISA IgG fue positiva en 8 muestras (especificidad del 92%) y 
ELISA IgM fue positiva en 4 muestras (especificidad del 96%), mientras que la 
microaglutinación fue negativa en todos los sueros (Figura 21).  
Test 
Control 
negativo 
Sospecha 
tularemia 
Brucelosis 
Enfermedades 
autoinmunes 
Otras 
infecciones 
 (152 casos) (100 casos) (97 casos) (30 casos) (30 casos) 
CHT 5 (96,7%) 5 (95%) 15 (84,5%) 1 (96,7%) 1 (96,7%) 
MAT 0 (100%) 0 (100%) 13 (86,6%) 0 (100%) 0 (100%) 
      
ELISA IgG 
 
ELISA IgM 
 
4 (97,4%) 
 
4 (97,4%) 
8 (92%) 
 
4 (96%) 
15 (84,5%) 
 
12 (87,6%) 
1 (96,7%) 
 
1 (96,7%) 
1 (96,7%) 
 
1 (96,7%) 
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Figura 21: Distribución de resultados obtenidos con los sueros de los pacientes con sospecha de 
tularemia no confirmada por pruebas 
 
De los 30 pacientes con otras infecciones, solo uno (con fiebre tifoidea) 
fue positivo en todas las pruebas, excepto en la microaglutinación (Figura 22). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22: Distribución de resultados obtenidos con los sueros de los pacientes con otras infecciones por 
pruebas 
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De los 30 pacientes con enfermedades autoinmunes, solo un paciente 
con artritis reumatoide (anticuerpos antinucleares positivos) fue positivo en 
todas las pruebas, excepto en microaglutinación (Figura 23).  
Figura 23: Distribución de resultados obtenidos con los sueros de los pacientes con enfermedades 
autoinmunes por pruebas 
 
4.2. Pacientes con brucelosis 
De los 97 sueros con serología positiva para Brucella, 15 sueros (15,5%) 
fueron positivos para Francisella tularensis en una o más pruebas serológicas. 
La prueba de ELISA IgM arrojó el menor número de sueros positivos para 
Francisella tularensis, con 12,4% de sueros positivos, seguida de la 
microaglutinación con un 13,4%, y ELISA IgG y quimioluminiscencia, ambas 
con 15,5% (Figura 24 y Tabla 17). 
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Figura 24: Distribución de resultados obtenidos con los sueros de los pacientes con brucelosis por 
pruebas 
 
De los 66 sueros de pacientes con brucelosis aguda, 12 (18,2%) 
presentaron resultados positivos en alguna de las pruebas de Francisella 
tularensis. De éstos, 9 (13,6%) fueron positivos en todas las pruebas, siendo un 
paciente (1,5%) negativo en la prueba de microaglutinación y un paciente 
(1,5%) en la prueba de ELISA IgM.  
Mientras que, de los cuatro pacientes con recidiva de brucelosis por 
fracaso del tratamiento, uno fue positivo en todas las pruebas frente a 
Francisella tularensis; y de los 27 pacientes con brucelosis tratados y curados 
en los 24 meses anteriores, 2 (7,4%) fueron positivos en ELISA IgG y 
quimioluminiscencia, uno de los cuales también fue positivo en 
microaglutinación.  
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Ninguno de los sueros con títulos inferiores a 1/80 en la prueba de 
Coombs anti-Brucella fue positivo en ninguna de las pruebas serológicas frente 
a Francisella tularensis. Cuanto más altos fueron los títulos obtenidos en la 
prueba de Coombs anti-Brucella, mayor fue el porcentaje de seropositividad en 
todas las pruebas frente a Francisella tularensis; sin embargo, no hubo 
diferencias estadísticamente significativas (Tabla 17). 
 
Tabla 17: Relación entre títulos en la prueba de Coombs anti-Brucella y resultados en los diferentes test 
diagnósticos de los 97 sueros con serología positiva para Brucella. 
Test Coombs  
anti-Brucella 
CHT MAT ELISA IgG ELISA IgM 
Positivo Negativ
o 
Positivo Negativ
o 
Positivo Negativ
o 
Positivo Negativ
o 
         
1/80 
2 
(15%) 
11 
1 
 (7,7%)   
12 
2 
(15%) 
11 0 13 
         
1/160 
2 
(13%) 
13 
2 
(13,3%) 
13 
2 
(13%) 
13 
1  
(6%) 
14 
         
1/320 
4 
(17%) 
19 
3 
 (13%) 
20 
4 
(17%) 
19 
4  
(17%) 
19 
         
1/640 
3 
(23%) 
10 
3 
(23,1%) 
10 
3 
(23%) 
10 
3  
(23%) 
10 
         
1/1280 
4 
(19%) 
17 
4 
(19%) 
17 
4 
(19%) 
17 
4  
(19%) 
17 
         
P valor 
<1/80 - 
≥1/80 
 
0,391  0,231  0,391  0,115 
 
Total 
15 
(15,5%) 
82 
13  
(13,4%) 
84 
15  
(15,5%) 
82 
12  
(12,4%) 
85 
 
 
 
 
 
Resultados 
 
 
101 
 
5. Concordancia entre las pruebas 
Para su análisis hemos optado por utilizar coeficiente kappa de Cohen. 
En el caso de nuestro estudio, los datos del índice Kappa de Cohen nunca 
fueron inferiores a 0,70; demostrando que la concordancia entre las diferentes 
pruebas es buena o muy buena (Tabla 18). 
 
 
 Tabla 18: Resultados del índice Kappa de Cohen y concordancia en las pruebas diagnósticas empleadas 
 
 
 Índice Kappa de Cohen Concordancia 
Microaglutinación 
Quimioluminiscencia 
0,824 Muy Buena 
Microaglutinación 
ELISA IgG 
0,838 Muy Buena 
Microaglutinación 
ELISA IgM 
0,903 Muy Buena 
Quimioluminiscencia 
ELISA IgG 
0,700 Buena 
Quimioluminiscencia  
ELISA IgM 
0,734 Buena 
ELISA IgG  
ELISA IgM 
0,877 Muy Buena 
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1. Sensibilidad pruebas diagnósticas 
Las dificultades que plantea Francisella tularensis para ser aislada en 
cultivo, el riesgo de accidente que supone su manipulación y la falta de 
estandarización en las técnicas de PCR, hacen que las técnicas de diagnóstico 
microbiológico directo sean en general poco utilizadas 37,62,170.  
En nuestro estudio observamos que los resultados que presentan las 
técnicas indirectas de ELISA y quimioluminiscencia no discrepan respecto a los 
ensayos serológicos tradicionales, tales como la microaglutinación. Si 
analizamos los datos más en profundidad vemos que la sensibilidad nunca bajó 
del 90%, llegando hasta el 91,8% en quimioluminiscencia y al 90,1% en ambos 
tipos de ELISA, mientras que en la microaglutinación en placa alcanzó un 
91,2%.  
Diversos autores 164,171,172 han encontrado datos de sensibilidad 
superiores al 95% utilizando un método de ELISA desarrollado por ellos con el 
lipopolisacárido purificado como antígeno y basándose en la técnica 
desarrollada por Porsch-Özcürümez et al. 164, estos autores obtuvieron una 
sensibilidad y especificidad del 98% con una población de 50 controles 
positivos y 50 controles negativos. Del mismo grupo de investigación es el 
artículo de Schmitt et al. 171, en el cual trabajan sobre una muestra de pacientes 
con tularemia demostrada y otro grupo inmunizado meses antes, encontrando 
una sensibilidad del 85,3% para IgG y 89,3% para IgM en pacientes con 
tularemia y del 100% en ambos casos en los pacientes vacunados. 
Chaignat et al. 172, utilizando LPS purificado de Francisella, refieren 
hasta un 95,6% de sensibilidad con el método de ELISA desarrollado por ellos 
y hasta un 97% con pruebas de ELISA comerciales (cuyo antígeno también es 
el LPS). Por el contrario, Yanes et al. 173 describen una sensibilidad de 88,2% 
en pruebas comerciales de ELISA-IgM y 86,3% en ELISA-IgG. 
Los bajos resultados de sensibilidad hallados en los estudios de Schmitt 
171 y Yanes 173 probablemente se deban a que en ambos casos se presentan 
los datos de IgG e IgM independientemente, mientras que en el caso de 
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Schmitt 171 se suman los resultados de IgG, IgM e IgA lo que explica que la 
sensibilidad aumente hasta un 98,7%.  
En lo que respecta a la microaglutinación en placa, la mayoría de 
estudios utilizan esta técnica como “gold standard” con unos resultados de 
sensibilidad y especificidad del 100% 164,172,173. La diferencia entre los 
resultados de sensibilidad (91,2%) de nuestro estudio y los de estos autores 
puede explicarse por el hecho de que ellos utilizaron muestras de sueros de 
cada paciente tomadas en diferentes momentos de la evolución de la 
enfermedad cuando la respuesta inmune ya se había establecido. En muchos 
casos los sueros se obtuvieron hasta pasadas dos semanas o más desde la 
aparición de la sintomatología, permitiendo la aparición de anticuerpos y dando 
lugar a que todos los sueros fueran positivos en la prueba de microaglutinación. 
Sin embargo, nuestro estudio incluyó solo los sueros iniciales, tomados cuando 
los pacientes acudieron a la consulta médica por primera vez. Cabe recordar 
que el brote de tularemia de 1997–1998 fue el primer brote reconocido en 
España, lo que generó un estado de alarma en la población y que muchos de 
los pacientes acudieran a las consultas de atención primaria antes de los 7 días 
posteriores a la aparición de los síntomas.  
Ello ha dado lugar a que al analizar nuestros resultados nos 
encontremos que 18 de los sueros iniciales, lo que equivale a un 4,9%, fueron 
negativos en todas las pruebas a pesar de corresponder a pacientes con 
diagnóstico de tularemia confirmado; que 45 sueros (el 12,4%) fueron 
negativos en una o más pruebas y que 35 sueros presentaron resultados de 
microaglutinación inferiores a 1/80. Estos resultados concuerdan con los 
obtenidos en otros estudios, como los de Kiliç et al. 65, que encontraron que 
solo el 20% de los sueros obtenidos dentro de los primeros 7 días después del 
inicio de la enfermedad fueron positivos en pruebas de microaglutinación e 
inmunocromatografía. Sin embargo, después de 14 días desde la aparición de 
los síntomas, el porcentaje de sueros positivos aumentó hasta el 82%. También 
Yanes et al. 173 tuvieron en cuenta la evolución de las positividades en función 
del método diagnóstico. Así durante la primera semana no encontraron ningún 
positivo con la prueba de microaglutinación y solo el 14,3% con ELISA, datos 
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que aumentaron al 33,3% y 66,7% a las 2 semanas y al 75% y 100% 
respectivamente después de 14 días. Es importante tener este detalle en 
cuenta, ya que un diagnóstico precoz de la tularemia posibilita un tratamiento 
precoz específico, disminuyendo la gravedad del cuadro clínico, así como la 
duración de la enfermedad y la convalecencia. De ahí que sea importante 
conocer que aproximadamente el 9% de los pacientes que acuden a la 
consulta pueden ser todavía seronegativos, pero que una segunda muestra de 
suero tomada unos 10 - 15 días más tarde nos dará casi siempre un resultado 
positivo en todas las pruebas. 
 
2. Utilidad de las pruebas diagnósticas 
En el siguiente apartado nos disponemos a analizar los puntos a favor y 
en contra que presentan las técnicas de ELISA y quimioluminiscencia, así 
como elaborar una pauta de uso para cada método en función de las 
circunstancias. 
En relación con las pruebas ELISA encontramos que los datos de 
sensibilidad y especificidad se ven refrendados en todos los valores (tanto en 
datos bajos como elevados) por los resultados que presenta su área bajo la 
curva, concretamente 0,970 (IC 95%, 0,954 – 0,986) para IgG e IgM; aunque el 
patrón que dibujan sus respectivas curvas COR es diferente (Figuras 19 y 20), 
esto se debe a que los puntos de corte entre sensibilidad y especificidad para 
los distintos valores de la muestra son diferentes entre ambas pruebas, pero el 
número total de positivos y negativos es el mismo en ambos casos. Por otro 
lado,  los altos valores predictivo positivo (98,8) y negativo (80,4) obtenidos nos 
permiten avalar que los resultados positivos que aparecen en las pruebas van a 
ser realmente de pacientes enfermos en una proporción muy alta, al menos si 
los pacientes no tienen antecedentes de tularemia o de brucelosis. También el 
likelihood ratio positivo y negativo nos demuestra que los resultados de ELISA 
son altamente concluyentes al superar los valores que demuestran la idoneidad 
de la prueba. 
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Como hemos visto, los resultados de la prueba de quimioluminiscencia 
Tularemia VirClia IgG+IgM son muy similares a los obtenidos con las pruebas 
de microaglutinación y ELISA tanto en sensibilidad como en especificidad, 
también el área bajo la curva está ajustado a unos datos de calidad buenos, 
concretamente 0,953 (IC 95%, 0,935 – 0,971). En lo que respecta al valor 
predictivo positivo la quimioluminiscencia es un 1,8% inferior a la 
microaglutinación y en el valor predictivo negativo es la prueba con mejores 
resultados (82,9). Al igual que en ELISA el likelihood ratio de la 
quimioluminiscencia entra dentro de la categoría de prueba altamente 
concluyente tanto para valores positivos como negativos. 
Nuestros datos, pues, muestran que tanto las pruebas de ELISA IgG e 
IgM como la de quimioluminiscencia son buenas técnicas para diagnosticar 
tularemia humana. Ambas presentan ventajas respecto a las pruebas de 
aglutinación como la automatización y evitar el fenómeno prozona, si bien son 
de difícil cuantificación. 
Centrándonos en sus características podemos concluir que las pruebas 
de ELISA son especialmente útiles durante epidemias y en estudios 
seroepidemiológicos cuando el número de sueros para analizar es elevado, 
pues se puede analizar un gran número de muestras en cada placa 164,171. Sin 
embargo, ofrecen la desventaja de que en los períodos entre epidemias, 
cuando la tularemia aparece como casos esporádicos, las pruebas de ELISA 
aumentan de manera considerable los costes asociados al análisis de cada 
muestra. Esto es debido principalmente a que el tiempo que requieren para su 
realización es más elevado, y al hecho de que se necesitan varios controles 
para analizar los resultados de la prueba, concretamente las pruebas 
comerciales de ELISA requieren entre 3 y 4 controles para interpretar los 
resultados de la prueba. 
Por su parte, la prueba de quimioluminiscencia comercializada por Vircell 
es más rápida y requiere una menor cantidad de suero para el análisis, al 
tratarse de cartuchos monotest se consigue que con una sola muestra de suero 
se lleven a cabo los controles internos necesarios para interpretar los 
resultados, esta ventaja en su diseño hace que no sean necesarios los 
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controles externos por lo que se pueden analizar sueros de manera individual 
sin disparar los gastos. Uno de los hándicaps que presenta el sistema de 
quimioluminiscencia es que requiere del uso de un luminómetro adaptado para 
la lectura e interpretación de los resultados. 
 
3. Especificidad pruebas diagnósticas 
También se estudió si las diferentes formas clínicas de tularemia 
presentaban resultados dispares en función de las pruebas diagnósticas 
utilizadas. Sin embargo, no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas en ninguno de los casos (Tabla 6), mostrando ELISA y 
quimioluminiscencia una buena respuesta en todos los casos.  
Los resultados de especificidad arrojados por la prueba de 
quimioluminiscencia en la mayoría de los casos fueron similares a los del resto 
de las pruebas diagnósticas.  
Así, en las pruebas llevadas a cabo sobre los sueros del grupo control 
negativo (individuos sanos provenientes de zonas endémicas de tularemia) 
encontramos  un 100% de especificidad con la prueba de microaglutinación. 
Mientras que ELISA IgG e IgM presentaron un 97,4% y la quimioluminiscencia 
un 96,7%. Los estudios de Chaignat 172 y Yanes 173 obtuvieron unos resultados 
inferiores a los obtenidos en nuestro estudio en las diferentes pruebas de 
ELISA que evalúan. Yanes et al. 173 refieren una sensibilidad desde 
aproximadamente el 95% en positivos débiles hasta el 98,5% con valores 
positivos más elevados, y Chaignat et al. 172 consiguen resultados similares a 
los nuestros con los test comerciales de ELISA (96,8%), pero sus resultados 
con el método de ELISA casero obtienen resultados inferiores al 87,2% en el 
mejor de los casos. 
Con los sueros del grupo de pacientes con sospecha no confirmada de 
tularemia, pacientes con enfermedades autoinmunes y pacientes con otras 
enfermedades infecciosas, los resultados de especificidad obtenidos con la 
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prueba de quimioluminiscencia son similares a los obtenidos con las demás 
pruebas, llegando a ser dicha especificidad mayor del 95% en la mayoría de los 
casos (Tabla 16).   
 
4. Reacciones cruzadas 
Sin embargo, la especificidad de todas las pruebas disminuyó 
considerablemente en pacientes con serología de Brucella positiva, llegando 
hasta valores cercanos al 85%. Para poder interpretar estos resultados 
debemos analizarlos de manera estratificada, recordemos que en total se ha 
trabajado con una batería de 97 sueros de brucelosis confirmada; de los que 66 
sueros corresponden a procesos de brucelosis aguda, 4 sueros están 
relacionados con situaciones de recurrencia de la enfermedad después de 
haber sido tratada anteriormente y 27 sueros pertenecen a pacientes que 
contrajeron la brucelosis en los 24 meses anteriores a la obtención del suero 
pero que en el momento de la misma se encontraban totalmente curados de la 
enfermedad.  
En primer lugar observamos que 2 de los 27 sueros de pacientes con 
brucelosis tratada y curada en los 24 meses anteriores a la toma de la muestra 
fueron positivos en las pruebas de quimioluminiscencia y ELISA (7,4%), y uno 
(3,70%) en las de microaglutinación. Resultados similares a los encontrados 
por Kiliç et al. 65 en su estudio con técnicas comerciales de 
inmunocromatografía donde encontró un 8% de positivos.  
Por otra parte, el porcentaje de pacientes con brucelosis aguda que 
presentaron una serología positiva frente a Francisella tularensis en alguno de 
los test fue mucho mayor, concretamente del 18.2% (12 positivos de 66 
sueros). Existen pocos estudios que relacionen este tipo de respuesta cruzada, 
Behan et al. 174 utilizaron técnicas de aglutinación como referencia y 
encontraron títulos positivos de Francisella tularensis en 8 de 34 sueros de 
paciente con brucelosis, o lo que es lo mismo, en el 23,52% de los casos. En la 
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misma línea está otro estudio de Kiliç et al. 175 en el que el porcentaje de  
sueros positivos disminuyó hasta el 9,1%. 
Si analizamos los resultados en su conjunto, es decir interpretando los 
datos de los 97 sueros que componen el grupo (tanto los de pacientes con 
brucelosis actual como con brucelosis curada), nos encontramos que el número 
de positivos por prueba oscila entre los 12 casos de ELISA IgM (12,4%) y los 
15 casos de ELISA IgG y quimioluminiscencia (15,5%).  
Además, la positividad en las pruebas serológicas frente a Francisella 
tularensis ocurrió generalmente en sueros con un nivel de títulos medio o alto 
en el test de Coombs anti-Brucella, ya que la proporción de positivos en todos 
los test de tularemia que analizamos fue del 23% para títulos de 1/640 y del 
19% para títulos de 1/1280. En total encontramos 10 positivos en los sueros 
con títulos ≥ 1/320 (9,7%), una proporción mucho más alta que la encontrada 
en títulos inferiores a 1/320 (ver tabla 15 en el apartado de resultados). 
También sucede lo mismo en el estudio de Behan et al. 174, de hecho en su 
caso no encuentran títulos de reacciones cruzadas inferiores a 1/640. 
Los valores superiores a 1/320 en la prueba de Coombs anti-Brucella 
servirían potencialmente para el diagnóstico de brucelosis. Que dichos sueros 
presenten resultados positivos en las pruebas de tularemia provoca una 
dificultad añadida a la hora de establecer un diagnóstico definitivo. El hecho de 
que la tularemia humana (especialmente en la forma tifoídica)  se presente a 
menudo con síntomas inespecíficos similares a los de otras enfermedades 
infecciosas, en particular la brucelosis,  y de otra etiología,  plantea un 
problema de diagnóstico. Esto es especialmente relevante en la población de 
áreas rurales, y entre ganaderos y agricultores, grupos de riesgo entre los que 
la brucelosis es endémica en muchas regiones y hasta hace pocos años en 
nuestra región; puesto que son áreas en las que la tularemia se presenta con 
frecuencia con brotes epidémicos 11,13. Por ello es importante diferenciar entre 
la positividad en el resultado de la prueba y el significado que ese título tiene (si 
es enfermedad actual, recuerdo inmunológico, reacción cruzada o falso 
positivo), el CDC establece como caso probable de tularemia un título de 1/160, 
mientras que el test se considera positivo con el título que establezca la 
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dilución más baja que dé positiva, esta dilución puede ser de hasta 1/20 en la 
práctica puesto que la dilución 1/10 no se utiliza habitualmente en las pruebas 
de seroaglutinación. 
En lo que respecta a las reacciones cruzadas con otras enfermedades, 
los estudios llevados a cabo en Castilla y León no encontraron relación con 
Yersinia enterocolitica ni con Proteus OX19 155,176, aunque otros autores 25,177 
han descrito casos de reacciones cruzadas con los antígenos de estas 
bacterias.  
El principal problema  diagnóstico por reacciones cruzadas es entre 
Brucella y Francisella por cuanto son bacterias que afectan a los mismos 
grupos de riesgo humanos compartiendo con mucha frecuencia áreas 
geográficas. Pero, además, no solo los pacientes con brucelosis presentan 
anticuerpos que reaccionan con las pruebas serológicas de Francisella, si no 
que sueros de pacientes con tularemia presentan con frecuencia resultados 
positivos en las pruebas serológicas frente a Brucella 143. Garrote et al. 176 
encuentran un 9,7% de positivos en las pruebas de seroaglutinación de Wright 
(SAW) y en el test de Coombs.  
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1. La sensibilidad de todas las pruebas diagnósticas en los sueros de 
pacientes con tularemia confirmada fue superior al 90% (91,8% en CHT / 
91,20% en MAT / 90,10% en ELISA IgG y ELISA IgM). 
 
2. La especificidad de todas las pruebas fue superior al 92% en los sueros 
de pacientes con sospecha de tularemia no confirmada (95% en CHT / 
100% en MAT / 92% en ELISA IgG / 96% en ELISA IgM), llegando a 
valores de más del 97% cuando fueron testados sobre el grupo control 
negativo (96,70% en CHT / 100% en MAT / 97,4% en ELISA IgG y 
ELISA IgM). 
 
3. Todas las pruebas ensayadas mostraron una correlación buena o muy 
buena en sus resultados analizándolos con el índice Kappa de Cohen. 
 
4. Todas las pruebas ensayadas presentaron un valor predictivo positivo 
superior al 98% (98,2% en CHT / 100% en MAT / 98,8% en ELISA IgG y 
ELISA IgM) y un valor predictivo negativo próximo al 82% (82,9% en 
CHT / 82,6% en MAT / 80,4% en ELISA IgG y ELISA IgM), de la misma 
forma que los valores de likelihood ratio fueron altamente concluyentes 
tanto en valores positivos como negativos para todos los test analizados. 
 
5. Padecer una brucelosis o haberla padecido puede dar origen a serología 
positiva frente a Francisella, lo que ha de ser tenido en cuenta en 
algunos casos como motivo de diagnóstico diferencial en función del 
cuadro clínico y las condiciones epidemiológicas.  
 
6. Los pacientes con otras enfermedades autoinmunes u otras 
enfermedades infecciosas, en nuestra experiencia, sólo presentaron  
reacciones cruzadas débiles en el suero de un paciente con artritis 
reumatoide y en el de un paciente con fiebre tifoidea. 
 
7. La posibilidad de analizar un gran número de sueros al mismo tiempo, 
así como el menor tiempo de lectura que requieren, hacen que ELISA 
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sea la prueba de elección durante epidemias y en estudios 
seroepidemiológicos. 
 
8. Las pruebas de quimioluminiscencia en monotest han mostrado ser una 
excelente herramienta para el diagnóstico de la tularemia humana 
cuando el número de sueros a estudiar es bajo, en particular en los 
períodos interepidémicos.  
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